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AIEC  adherentno-invazivne E.coli seve (ang. »Adherent-invasive Escherichia coli«) 
Amp  ampicilin 
BAC  umetni bakterijski kromosom (ang. »bacterial artifficial chromosome«) 
bp  bazni par 
BLAST ang. »Basic Local Aligment Search Tool« 
Cdt  citoletalni toksin (ang. »cytolethal distending toxin«) 
Cm  kloramfenikol 
DAEC  difuzno adherentni sevi E. coli 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. »deoxyribonucleic acid«) 
dNTP  deoksiribonukleozid-trifosfati 
E. coli  bakterija Escherichia coli 
EAEC  enteroagregativni sevi E. coli 
EHEC  enterohemoragični sevi E. coli 
EIEC  enteroinvazivni sevi E. coli 
Ent  enterobaktin 
EPEC  enteropatogeni sevi E. coli 
ERIC  element, ki je značilen za enterobakterije (ang. Enterobacterial repetitive 
 intergenic consensus) 
ETEC  Enterotoksigene E.coli seve 
Fur  regultor, ki uravnava privzem železa (ang. »Ferric uptake regulator«) 
gfp  strukturni gen, ki kodira zeleni fluorescentni protein  
Gfp  zeleni fluorescentni protein 
HMWP1/2 Visoko molekularna, neribosomalna peptid/poliketid sintetaza 1/2 (ang. »High-
molecular-weight nonribosomal peptide/polyketide synthetase 1/2«) 
HPI  zelo patogen otok (ang. »high pathogen island«) 
Kn  kanamycin 
LB  gojišče Lysogeny broth 
LT  toplotno-labilen enterotoksin 
mCherry rdeči fluorescentni protein 
mCherry strukturni gen, ki kodira rdeči fluorescentni protein  
MEE  multilokusna encimska elektroforeza (ang. »Multilocus enzyme 
electrophoresis«) 
min  minuti 
NA  nalidiksična kislina 
nm  nanometri 
XII 
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obr./min  obrati v minute 
OD600  optična gostota pri 600 nm 
PAI   otok patogenosti 
PAIusp  otok patogenosti na katerem je kodiran gen za USP 
PCR   verižna reakcija s polimerazo 
S. dysenteriae  bakterija Shigella dysenteriae 
ShET1/2  Shigella enterotoksini 1 in 2 
SOB   super optimalna juha 
SPATE serin - proteazna družina enterobakterijskih autotransporterjev (ang. 
»Serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae« -SPATE). 
ST   toplotno-stabilen enterotoksin (ang. heat-stable enterotoxin-ST)  
STEC E.coli seve, ki prouzvajajo Shiga toksin (ang. »Shiga-toxin producing 
Escherichia coli«) 
stx ½   gen, ki kodira Shiga toksin 
TL   temperaturno labilni toksin 
TNF-   α tumor nekrozni faktor-α 
Tp   trimetoprim 
TS   temperaturno stabilni toksin 
UPEC   uropatogeni sevi E. coli 
Usp   uropatogeni specifični protein 
UTI   infekcije urinarnega trakta 
UV   ultravijolična svetloba 
Y. pestis  Yersinia pestis 
Y.enterocolitica Yersinia enterocolitica 
Ybt   jersiniabaktin 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJA NALOGE 
 
Sevi bakterije Escherichia coli so del mikrobiote prebavnega trakta vendar nekateri, zaradi 
specifičnega nabora virulentnih dejavnikov, lahko povzročajo črevesne in izvenčrevesne 
okužbe. 
Železo je esencialno za organizme, bakterije ga potrebujejo približno 10-6 M (Sheldon in sod., 
2016). Bakterija E. coli uporablja železo za celično dihanje, saj je komponenta citokromov in 
železo-žveplovih proteinov, ki sodelujejo pri prenosu elektronov. Potrebno je tudi za sintezo 
DNA, ter kot kofaktor pri metabolizmu peroksidov. 
Raven prostega železa je v sesalčjem gostitelju zelo nizka, zato so bakterije razvile sisteme 
privzema železa npr. sintezo nizkomolekularnih kelatorjev železa, t.i. sideroforjev. Sevi 
bakterije E. coli lahko proizvajajo več različnih sideroforjev, ki se razlikujejo glede na 
funkcionalne skupine za vezavo železa. Sideroforje bakterij iz družine Enterobacteriaceae 
delimo v dve skupini: kateholati (enterobaktin, salmohelin) in hidroksamatni (aerobaktin, 
jersiniabaktin, ferioksamin) (Drechel in Winkelmannn, 1997).  
Sinteza virulentnih dejavnikov bakterij, vključno s sideroforji, je energetsko zahtevna (Lv in 
sod., 2014). 
 
Cilj 
Raziskati izražanje genov za sintezo enterobaktina in jersiniabaktina na ravni posameznih 
bakterijskih celic.V ta namen pripraviti genski fuziji promotorjev genov entC, za enterobaktin 
in ybtA za jersiniabaktin z geni za fluorescentna proteina brez lastnih promotorjev (Gfp – 
zeleni fluorescirajoči protein; mCherry – rdeči fluorescentni protein) in analizirati  njuno 
izražanje s fluorescentno mikroskopijo. 
 
1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
 
 Ker je sinteza virulentnih dejavnikov tudi sideroforjev, energetsko zahtevna, vse 
bakterijske celice sevov Escherichia coli z zapisom za več virulentnih dejavnikov, ne 
proizvajajo vseh hkrati, temveč si razdelijo delo, npr. nekatere proizvajajo enterobaktin 
in druge jersiniabaktin, oz manjšina proizvaja oba siderofora. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 Escherichia coli 
 
Theodor Escherich je leta 1885 prvi poročal, o izolaciji in karakterizaciji tanke paličaste 
bakterije, Bacterium coli commune, ki je bila izolirana iz fecesa dojenčka. Danes jo poznamo 
pod imenom Escherichia coli, komenzal, ki naseljuje prebavni trakt toplokrvnih živali. E. coli 
je najbolj podrobno raziskan modelni prokariontski organizem, katerega se intenzivno 
preučuje, že več kot 100 let (Escherich, 1885; Mainil, 2013). 
E.coli je po Gramu negativna, oksidaza-negativna, paličasta bakterija iz družine 
Enterobacteriaceae. Optimalno raste pri 37 °C, je fakultativno anaerobna bakterija, ki je lahko 
gibljiva s peritrihnimi flageli. E. coli lahko izoliramo iz vzorcih fecesa, z nacepljanjem na 
selektivna gojišča.  
 
Zaradi insercij in delcij genov so sevi vrste E. coli zelo raznoliki, lahko so komenzali kakor 
tudi dobro prilagojeni patogeni, ki povzročajo okužbe prebavnega trakta ali izven-črevesne 
okužbe, kot so okužbe urinarnega trakta, krvnega obtoka in osrednjega živčnega sistema 
(Kaper in sod., 2004; Croxen in Finlay, 2010). Enteropatogene seve E. coli uvrščamo v 6 
poglavitnih patotipov: enteropatogene E.coli (EPEC), E.coli, ki proizvajajo Shiga-toksina 
(STEC) (npr. Enterohemoragične E.coli (EHEC)), Shigella/enteroinvazivne E.coli (EIEC), 
enteroagregativne E.coli (EAEC), difuzno adherentne E.coli (DAEC), enterotoksigene E.coli 
(ETEC) in adherentno invazivne E.coli (AIEC) (Croxen in sod., 2013). Večina sevov 
fermentira laktozo, spremenijo pH, in na MacConkey agarju zrastejo v vidne rdeče ali roza 
kolonije, a nekateri sevi E. coli niso sposobni laktozne fermentacije, zlasti ne sevi EIEC in 
Shigella (Croxen in sod., 2013).  
 
E.coli je bila prva bakterija, za katero so uporabili tehnike za analizo genetike populacije. 
Rezultati multilokusne encimske elektroforeze (ang. »Multilocus enzyme electrophoresis-
(MEE)«) so pokazali, da so se določene kombinacije alelov pojavile večkrat, kar je bilo 
interpretirano, da gre za klonsko populacijo, ki ima strukture, ki se redko rekombinirajo 
(Selander in Levin, 1980). 
 
Bakterijo E.coli serotipiziramo na osnovi Kauffmanove klasifikacijske sheme, ker določamo 
serotip na osnovi O (somatske) polisaharide in H (flagelarne) površinske antigene (Nataro in 
Kaper, 1998). 
Seve E.coli lahko razvrstimo v 5 filogenetskih skupin: A, B1, B2, D in E, pri čemer Shigella 
tvori različne skupine (Touchon in sod., 2009). Komenzalni izolati se večinoma uvrščajo v 
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filogenetsko skupino A, medtem ko se patotipi uvrščajo v različne filogenetske skupine. Na 
primer sevi ETEC se uvrščajo v filogenetski skupini A in B1 (Sahl in sod., 2011), medtem ko 
EAEC v filogenetske skupine A, B1, B2 in D (Okeke in sod., 2010). 
 
2.2 VIRULENTNI DEJAVNIKI 
 
Patogeni mikroorganizmi povzročajo bolezen (Alberts in sod., 2002). Patogenost organizma, 
določajo njegovi virulentni dejavniki. Virulentnost je sposobnost patogena, da okuži gostitelja 
(Thrall in Burdon, 2003), oz. pride do izgube gostiteljevega fitnesa. Bakterija E. coli ima več 
virulentnih dejavnikov: adhezine, invazine, gibljivost, toksine, antifagocitne lastnosti, zaščita 
pred serumskimi bakteriocidnimi reakcijami, obramba pred imunskim sistemom, genetske 
značilnosti. Adhezini so skupina proteinov na površini celice, ki omogočajo pritrditev na 
abiotske in biotske površine, običajno so to gostiteljske celice v katere bakterije živijo oz jih 
okužijo. Poznamo več različnih adhezinov: CFAI/CFAII, fimbrije tipa I, P fimbrije, S 
fimbrije, intimin, ki je nefimbrijski adhezin in EPEC pritrditveni faktor (Le Bouguénec, 2005; 
McWilliams in Torres, 2014). Invazini kot je hemolizin in Shigella-podobni invazini so razred 
proteinov, ki omogočajo prehod patogenov v gostiteljsko celico in širjenje med gostiteljskih 
celicah (Isberg in sod., 1987). Gibljivost bakterij s pomočjo flagel ali kemotakse je pomemben 
virulentni dejavnik. Patogeni sevi bakterije E.coli, proizvajajo toplotno-stabilne ST (ang. heat-
stable, ST) in toplotno-labilne LT toksine, vsebujejo še enteroagregativen toplotno-stabilen 
toksin (ETEC1), Shiga toksin, citotoksin, endotoksin in lipopolisaharid (Ruan in sod., 2012, 
Croxen in sod., 2013). Pred fagocitnimi celicami in odzivi imunskega odziva gostitelja se 
ščitijo s pomočjo kapsule, K antigenov in lipopolisaharidov, ki se nahajajo na njihovi površini. 
Genetske značilnosti, ki prispevajo k virulenci bakterije E.coli so horizontalni genski prenosi s 
pomočjo transdukcije in konjugacije. Slednjo posredujejo konjugativni plazmidi, ki imajo 
pogosto zapis za rezistence proti antibiotike, za sintezo toksinov, za sintezo sideroforjev in 
sistemov za privzem sideroforjev. 
 
2.3 ŽELEZO IN MEHANIZMI ZA PRIVZEM ŽELEZA 
 
Železo je četrti najbolj pogosti element v zemeljski skorji (Yee in sod., 2015). Povprečen 
odrasel človek vsebuje približno 4 grame železa, od tega je tri četrtine vezanega s 
hemoglobinom. Ta raven ostane konstantna kljub temu, da se vsak dan absorbira približno 1 
mg železa, ker človeško telo reciklira hemoglobin (Greenwood in Earnshaw, 1997; Kikuchi in 
sod., 2005). Privzem železa je za bakterije precejšen izziv, ker je v aerobnih pogojih v 
nedostopni Fe3+ obliki. Fe3+ kot železov hidroksid je v vodni raztopini slabo topen (10-18 M, pri 
pH=8) in praktično nedostopen za celico (Neilands, 1981). V anaerobnih, redukcijskih ali 
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kislih pogojih Fe3+ prehaja v Fe2+ obliko, ki je lažje dostopna mikroorganizmom (Grass, 
2006). 
 
Železo je najbolj pogosta redoks aktivna kovina, ki jo najdemo v proteinih, npr. hemu ali 
proteinih z železo-žveplovo prostetično skupino ter tudi v regulatorjih transkripcije (Bagg in 
Neilands, 1987; Beinert in sod., 1997; Andreini in sod., 2008). Medtem ko so proteini, ki 
vsebujejo železo, bistvenega pomena za temeljne fiziološke procese, kot so dihanje, osrednji 
metabolizem in popravilo poškodb DNA, prosto železo lahko katalizira biomolekularne 
poškodbe DNA, proteinov in lipidov s Fentonovo reakcijo. Za zaščito pred škodo, ki bi jo 
povzročila tvorba kisikovih radikalov, morajo celice skrbno ravnati z železom, oz. vzdrževati 
nizke koncentracije znotrajceličnega železa (Frawley in Fang, 2014). Proteine z visoko 
afiniteto vezave železa, ki so prisotni v krvi, zavirajo rast številnih bakterijskih vrst, vključno z 
E. coli, kar nakazuje, da ima železo pomembno vlogo pri bakterijskih okužbah (Schade in 
Caroline, 1944). Prehranska imunost je koncept, ki omogoča gostitelju, da z nadzorom nad 
esencialnimi hranili, vpliva na preživetje in proliferacijo mikrobnih patogenov (Kochan, 
1973). Kot odgovor uspešni patogeni, lahko premagajo prehransko imunost gostitelja tako, da 
učinkovito pridobivajo železo v gostitelju s pomočjo štirih strategij, ki so usmerjene na 
specifične vire železa (1) pridobivanje železa iz beljakovine hema (2) pridobivanje železa iz 
transferina, laktoferina in feritina; (3) privzem Fe3+ s pomočjo sideroforjev in (4) privzem Fe2+ 
(Caza in Kronstad, 2013). 
 
2.4 SIDEROFORJI 
 
Sideroforji (iz grščine »nosilec železa«) so molekule z relativno majhno molekulsko maso, ki 
jih sintetizirajo bakterije in glive, ki rastejo v okolju z nizko koncentracijo železa. Vloga 
sideroforov je da, vežejo železo iz okolja in ga naredijo dostopnega za mikrobno celico 
(Neilands, 1995). 
 
Ločimo 3 glavne razrede sideroforov: i) kateholati (enterobaktin, vibriobaktin); ii) fenolati 
(jersiniabaktin, piohelin); iii) hidroksamati in karboksilati, v odvisnosti od kemijske skupine, 
ki donira kisikove ligande za koordinacijo Fe (III). Vendar je danes znano, da je klasifikacija 
sideroforjev v resnici bolj kompleksna, saj so kemijske značilnosti vsaj dveh razredov lahko 
integrirane v eno molekulo (Miethke in Marahiel, 2007). 
 
Sideroforji tvorijo stabilne in tesne stike z železom. Fe 3+ je močna Lewisova kislina, ki je 
močno solvatirana v vodni raztopini, pri tem tvori oktahedralni kompleks Fe(H2O)63+. Zaradi 
pridobitve entropije, atomi sideroforja nadomestijo vodo in se razporedijo okoli Fe3+ v heksa-
koordiniranem stanju, ki ima oktahedralno geometrijo, kot jo najdemo v ionu vode. Pod 
5 
Trajkova M. Izražanje genov za sideroforje bakterije Escherichia coli na ravni posameznih celic. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
pogojem, da siderofor vsebuje 6 donorskih atomov, tvori 1:1 kompleks z Fe3+. Če vsebuje 
manj kot 6 donorskih atomov, lahko prosta mesta zasedejo alternativni donorji, kot so 
molekuli vode, ali pa se tvorijo sideroforni kompleksi z višjo stehiometrijo. Kompleks je 
kinetično stabilen, saj kisikovi atomi, ki se v glavnem uporabljajo za koordinacijo železa so 
močne Lewisove baze, ki dodatno prispevajo k močni interakciji med kovino in ligandom. 
Zato sideroforji kažejo veliko afiniteto do Fe 3+. Nasprotno, Fe2+ preferenčno reagira z 
donorskimi atomi, kot so dušik, žveplo, ki se le delno uporabljajo za koordinacijo železa v 
naravnih sideroforjih. Fe2+ ima večjo elektronsko gostoto, ampak v sideroforjih dominira kisik 
kot donor atomov in Fe2+ ima ionski radius z nižjem razmerjem nabojev kot Fe3+, kar je lahko 
dodatno neugodno za vzdrževanje optimalne geometrije kompleksa. Torej je sposobnost 
sideroforja za tvorbo stabilnih kompleksov z Fe2+ precej nizka (Miethke in Marahiel, 2007). 
Sideroforji so pomembni v ekoloških nišah z malo prostega železa, saj je železo eden izmed 
kritičnih dejavnikov, ki omejuje rast skoraj vsem aerobnim mikroorganizmom. Obstajajo štirje 
poglavitni ekološki habitati, kjer najdemo siderofore: tla in površinske vode, morska voda, 
rastlinsko in živalsko tkivo. Tla in površinske vode so bogat vir bakterij in gliv, ki proizvajajo 
siderofore, vendar tudi drugih mikroorganizmov, ki sami ne sintetizirajo siderofore, temveč jih 
lahko privzemajo (Winkelmann, 2007). Nasprotno je v morskih vodah koncentracija železa 
zelo nizka, kar omejuje primarno produkcijo planktona. To je privedlo do postavitve hipoteze 
železa, ki pravi da večji priliv železa spodbudi rast planktona in s tem zniža atmosferski CO2. 
Obstaja element sinergizma, fitoplankton prevzema železo iz bakterijskih sideroforjev, med 
tem ko heterotrofne bakterije potrebujejo vir ogljika, ki ni CO2, za kar poskrbi fitoplankton 
(Dawkins in Krebs, 1979; Butler, 2005).  
Patogene bakterije in glive lahko okužijo človeka, živali. Zato so ti organizmi razvili 
imunološke mehanizme, ki jih varujejo pred patogeni. Sposobnost privzema železa je ena 
izmed teh mehanizmov, saj imajo proteine, ki so del transferinske družine in vežejo 
zunajcečlično železo, ter proteine kot je feritin, ki veže znotrajcelično železo. Sesalci 
proizvajajo tudi laktoferin, ki je prisoten v telesnih tekočinah kot so znoj, solze in mleko in s 
tem močno omejijo bakterijske okužbe (Weinberg, 2009). Poleg proteinov, ki vežejo železo 
obstaja tudi hormon hepcidin, ki je vpleten v uravnanju sproščanja železa iz absorpcijskih 
enterocitov, hepatocitov in makrofagov (Riverain sod., 2005). Takšno pomanjkanje železa 
omejuje bakterijsko rast znotraj celice in v zunajceličnem prostoru (Weinberg, 2009). Sesalci 
proizvajajo še protein, siderohelin, ki veže kompleks železo-siderofor. Siderohelin ima mesto, 
ki z visoko afiniteto veže Fe3+-enterobaktin. Siderokalin je bakteriostatik, ki je ob okužbi z 
E.coli izločen iz makrofagov in hepatocitov, in s tem je enterobaktin odstranjen iz 
zunajceličnega prostora (Raymond in sod., 2003). Razumevanje mehanističnih poti 
sideroforjev je privedlo do sinteze majhnih molekul, ki blokirajo biosintezo sideroforjev in s 
tem bakterijsko rast in virulenco (Ferreras in sod., 2005). 
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Sideroforji so uporabni kot zdravila za olajšanje transporta železa pri ljudeh, pri zdravljenju 
bolezenskih stanj povezanih z železom (Miller in Francois, 1993; Roosenberg in sod., 2000). 
Boj med mikroorganizmi in gostiteljem lahko obravnavamo kot efekt rdeče Kraljice, hipoteze 
koevolucije (Dawkins in Krebs,1979). Gostitelj ves časa razvija imunološke mehanizme, ki ga 
varujejo pred patogeni, medtem ko le-te razvijajo načine oz. lastnosti s katerimi se izognejo 
imunske obrambe gostitelja. 
Alternativni pristopi zdravljenja bakterijskih okužb uporabljajo sideroforje, ki združujejo 
funkcionalna dela dveh molekul v eni strukturi. Imenujejo se siderofor-antibiotik konjugati (ali 
sideromicine) pri tem sideroforni del molekule prepozna celični sistem za privzem železa, 
medtem ko drugi del molekule z antibiotično aktivnostjo, izkorišča sideroforni del kot 
"Тrojanskega konja" za vstop v celico. Primeri naravnih konjugatov siderofor-antibiotik so 
albomicini, ferimicini, danomicini in salmicini, ki so bile izolirane iz bakterij Streptomycetes 
spp. in Actinomycetes spp. ter več mikrocinov enterobakterij. Nekateri kelatorji železa so 
pomembni tudi kot proti-malarična sredstva (Miethke in Marahiel, 2007). 
 
Siderofori so uporabni tudi v kmetijstvu, saj kemične spojine, ki jih proizvajajo 
mikroorganizmi v rizosferi, lahko povečajo razpoložljivost in vnos železa v rastlinah. Rastline, 
kot je oves, lahko asimilirajo železo preko mikrobnih sideroforjih (Leigh, 1973; Carrillo-
Castañeda in sod., 2002). 
 
2.4.1 Enterobaktin 
 
Enterobaktin (Ent) je siderofor, ki ga najdemo predvsem pri po Gramu negativnih bakterijah 
(Dertz in sod., 2006). Ima zelo visoko afiniteto za železo Fe3+ (K=1052 M-1) (Carrano in 
Kenneth, 1979), kar je višje kot pri celo nekaterih sintetičnih kelatorjih kot je EDTA (Walsh in 
sod., 1990). Sposoben je privzeti železo tudi iz okolja, kjer je njegova koncentracija zelo 
nizka, npr. v gostitelju (Sheldon in sod., 2016). 
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Slika 1: Biosinteza enterobaktina (prirejeno po Raymond in sod., 2003:3585) 
 
Enterobaktin je sintetiziran s pomočjo neribosomalne peptidne sintetaze. Korizmična kislina 
se spremeni v izokorizmat in nato v 2,3-dihidroksibenzoično kislino (DHB). Amidno vez med 
DHB in L-serina katalizirajo proteini EntD, EntE, EntF in C-terminalni nosilec arilne skupine 
EntB. Serin se aktivira z adenilacijo in posledično se veže na peptidil nosilno domeno proteina 
EntF, kot intermediat za acil-S-pantetein. Nato terminalna tioesterazna domena proteina EntF 
hidrolizira tri molekule DHB-Ser z znotraj molekularno ciklizacijo in nato sledi sproščanje 
enterobaktina (Slika 1)(Raymond in sod., 2003). 
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Slika 2: Prevzem Ent-Fe pri bakteriji Escherichia coli (prirejeno po Raymond in sod., 2003:3586) 
 
V pogojih pomanjkanja železa, se poveča tudi sinteza receptorjev železa (slika 2). FepA je 
proteinski kanalček, ki je zelo specifičen, saj prepozna domene kompleksa Ent-Fe. Ent-Fe je 
prenesen v periplazmatski prostor s pomočjo kompleksa TonB-ExbB-ExbD, ki je zasidran v 
citoplazemski membrani. FepB prenese Ent-Fe do citoplazameske pore, ki jo tvorijo FepD in 
FepG. Nato ATPaza FepC zagotavlja energijo za prenos Ent-Fe preko notranje membrane. V 
citoplazmi je Ent-Fe substrat za esterazo Fes, ki katalizira hidrolitično cepitev, kar vodi k 
sproščanju železa (Raymond in sod., 2003). 
 
 
Slika 3: Genska gruča, ki sintetizira enterobaktin pri bakteriji Escherichia coli (Peralta in sod., 2016:12) 
 
Sintezo enterobaktina uravnava faktor transkripcije Fur (ang. Ferric uptake regulator) . V 
pogojih ko je železa v okolju dovolj, Fur veže Fe+2 in deluje kot negativni regulator, represor 
operona za sintezo enterobaktina entCDEBAH, in genov fepA, fepB, fepC, fepD, fepE, fepG, 
fes ter entS, za privzem in izločanje enterobaktina. V pogojih pomanjkanja železa, je Fur 
neaktiven in sinteza enterobaktina lahko nemoteno poteka. Za iniciacijo sinteze enterobaktina 
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so potrebni produkti treh genov: entC je regulator transkripcije, ki kodira isohorizmat 
sintetazo, entB, kodira 2,3-dihidro-2,3-dihidroksibenzoat sintetazo in entA, ki kodira 2,3-
dihidro-2,3-dihidroksibenzoat dehidrogenazo. V drugi fazi se sintetizira ena molekula 
enterobaktina iz treh molekul 2,3-dihidroksibenzojske kisline in L-serina. Ta korak katalizirajo 
produkti genov entD, entE , entF in entB (Peralta in sod., 2016).  
 
Sinteza enterobaktina, bakterijam lahko omogoči uspešno tekmovanje za železo, in s tem 
prednost pred preostalimi bakterijami oz. gostiteljem. Sewell in njegovi sodelovalci so pred 
kratkim odkrili novo vlogo enterobaktina, kot molekulo, ki podpira homeostazo železa 
gostitelja (Sewell in sod., 2018). 
 
2.4.2 Jersiniabaktin 
 
Jersiniabaktin (Ybt) je siderofor, ki tudi ima visoko afiniteto za ione Fe+3. Najbolj pogosto ga 
najdemo pri patogenih bakterijah vrst Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis in Yersinia 
enterocolitica, kot tudi pri enterobakterijah Escherichia coli in Salmonella enterica (Perry in 
sod., 1999). 
Biosinteza jersiniabaktina je kombinacija dveh mehanizmov, ki uporabljata neribosomalno 
peptidno sintetazo in poliketidno sintazo. Siderofor je sintetiziran iz salicilata, treh cisteinov, 
malonilne povezovalne skupine in treh metilnih skupin. Vir slednjih je S-adenozil metionin 
(Perry in sod., 2011).  
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Slika 4: Biosinteza jersiniabaktina (prirejeno po Pfeifer in sod., 2003:6699) 
 
Kompleks, ki ga sestavljajo jersiniabaktin in Fe3+ je zelo stabilen, saj ima disociacijsko 
konstanto 4 x 1036, kar omogoča privzem železa od številnih proteinov v gostiteljski celici. 
Srednji tiazolidinski obroč podaja fleksibilnost, ki omogoča vezavo železa z visoko afiniteto v 
razmerju 1:1. Lokus ybt je sestavljen iz 4. operonov, med katerimi sta dva monocistronska, en 
vsebuje 5 genov, ki kodirajo biosintetske encime, in četrti operon z geni, ki kodirajo proteine, 
za privzem Ybt siderofora, njegovo sintezo in lahko tudi v njegovo izločanje (Perry in sod., 
2011). 
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Slika 5: Genetska organizacija ybt lokusa in ybtD (Perry in sod., 2011:811) 
 
Lokus ybt se nahaja znotraj otoka patogenosti (ang. high pathogenicity island-HPI), ki je bil 
prvič odkrit pri sevih bakterije Yersinia izoliranih iz sesalcev. HPI je prisoten med pripadniki 
družine Enterobacteriaceae, najdemo ga tudi pri vrstah Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, 
Photorhabdus, Salmonella, Pseudomonas in pri vseh E. coli patotipih. V pogojih pomanjkanja 
železa večina analiziranih mikroorganizmov z HPI, proizvaja proteina HMWP1 in HMWP2 
ter siderofor Ybt (Perry in sod., 2011). 
 
Preglednica 1: Organizacija genov lokusa ybt in ybtD (Perry in sod., 2011) 
Protein (gen) Funkcija 
YbtS  sinteza Ybt, Salicilat sintaza 
YbtX neznana funkcija, membranski protein 
YbtQ prevzem Ybt, IM permeaza-ATPaza 
YbtP prevzem Ybt, IM permeaza-ATPaza 
YbtA transkripcijski regulator 
HMWP2 (irp2) sinteza Ybt, komponenta NRPS sintaze  
HMWP2 (irp1) sinteza Ybt, komponenta NRPS/PKS sintaze  
YbtU sinteza Ybt, tiazolinil reduktaza 
YbtT sinteza Ybt, ureja tioesterazo 
YbtE sinteza Ybt, Salicil-AMP ligaza 
Psn prevzem Ybt, Ybt/pesticin OM receptor 
YbtD sinteza Ybt, P-pant transferaza 
 
 
Siderofor Ybt deluje kot signal, ki aktivira transkripcijo genov ybt. YbtA je negativni regulator 
izražanja lastnega gena in transkripcijski aktivator genov irp2, psn in ybtP . V pogojih, ko je 
železo na voljo celici, je izražanje promotorja psn repremirano z vezavo Fur-Fe+3 na železo 
vezavna zaporedja, ki prekrivajo -10 regijo. Ob pomanjankju železa se Fur-Fe sprosti in je psn 
promotor aktivan. Še vedno ni razjasnjeno, če se YbtA veže na Ybt in s tem vpliva na 
izražanje ybt genov (Perry in sod., 2011). 
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Promotor gena ybtA bakterije Yersinia enterocolitica je za razliko, od promotorjev bakterij Y. 
pestis in Y. pseudotuberculosis pridobil 125-bp ERIC (ang. Enterobacterial repetitive 
intergenic consensus) element. Ta element je značilen za več bakterijskih vrst, kot npr., E.coli, 
Salmonella typhimurium, ter za rodove bakterij Yersinia, Klebsiella, Vibrio, Erwinia, 
Xenorhabdus (Hulton in sod., 1991). Izražanje gfp, je višje, če ga uravnava promotor ybtA iz 
vrste Y. enterocolitica (vsebuje ERIC elementa), kot če je uravnavan s strani promotorja ybtA 
iz Y. pestis. Razlike v transkripciji ybtA so posledica povečane stabilnosti mRNA, zaradi 
prisotnosti ERIC elementa (Ansimov in sod., 2005). 
 
Slika 6: Model izločanja in privzem Ybt (prirejeno po Miller in sod., 2010). Mehanizem izločanja Ybt iz celice je 
neznan (z zeleno barvo na sliki je predstavljen transmembranski kanal), in pikaste puščice predstavljajo korake, 
ki še niso eksperimentalno dokazani 
 
Mehanizem izločanja Ybt ni znan. YbtX je znotrajcelični protein, ki ima 12 predvidenih 
membranskih domen in pogojno je bil določen kot del sistema izločanja, zaradi podobnosti z 
izločevalci EntS in AlcS, enterobaktina in alkaligina, ki so sideroforji bakterij E.coli in 
Bordetella. Eksperimentalno, mutanta ybtX bakterije Y. pestis nima okvarjenega mehanizma 
za privzem, izločanje ali sintezo Ybt (rast v pogojih ko manjka železo), zato je funkcija 
proteina YbtX še vedno nejasna (Perry in sod., 2011). Ko je Ybt sproščen iz celice, lahko 
privzame železo iz transferina (Tf-Fe) in laktoferina (Lf-Fe). Nato se Ybt-Fe veže na od TonB 
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odvisni receptor Psn (FyuA). Sledi translokacija preko zunajcelične membrane. Kompleks 
Ybt-Fe je nato transportiran iz periplazme v citoplazmo s pomočjo transmembranskih 
proteinov YbtP-permeaza-ATPaza (irp6) in YbtQ –permeaza-ATPaza (irp7). V citoplazmi, se 
Fe lahko sprosti iz siderofora z redukcijo Fe3+ v Fe2+ ali z razgradnjo Ybt (Ansimov in sod., 
2005; Miller in sod., 2010; Perry in sod., 2011).  
Ybt sistem igra pomembno vlogo v patogenezi bakterije Y. pestis, tako pri črni kugi, pljučni 
kugi, vendar ne pri septikemični kugi (Perry in sod., 2011). 
 
2.5 GFP 
 
Aequorea victoria je bioluminiscentna meduza, ki oddaja svetlobo, ko se kalcij veže na njen 
fotoprotein aequorin (Shimomura in sod., 1962). Kljub temu, da aequorin v in vitro pogojih 
oz. v heterolognih celicah proizvaja modro svetlobo, meduza proizvaja zeleno svetlobo. 
Zelena svetloba je rezultat drugega proteina, meduze A. victoria imenovanega zeleni 
fluorescentni protein (ang. »Green fluorescent protein-GFP«). Protein GFP je sestavljen iz 238 
aminokislin, absorbira modro do ultravijolično svetlobo (Prendergast in sod., 1978; Tsien, 
1998) in ima najvišji eksitacijski vrh pri 395 nm in manjšega pri 475 nm. Njegov emisijski vrh 
je pri 509 nm. Fluorescentni kvantni donos za GFP je 0,79. GFP se pogosto uporablja kot 
poročevalac genskega izražanja, saj ne potrebuje dodatnega zunanjega kofaktorja, genske 
produkte ali encime/substrate, razen molekularni kisik (Chalfie in sod.,1994). Uporabljen je 
bil v spremenjenih oblikah za izdelavo biosenzorjev in ustvarjene so bile številne živali, ki 
izražajo GFP (Stepanenko in sod., 2008). Čas trajanja zelene fluorescence, ki jo emitira GFP 
je ~3,2 ns (Strieker in sod., 1999), medtem ko izboljšana verzija proteina do 5,1 ns (Sarkisyan 
in sod., 2015; Mamontova in sod., 2018). GFP proteini dosežejo fluorescentno zrelost v 5-50 
min, odvisno od tipa proteina (Iizuka in sod., 2011). 
 
2.6 mCherry 
 
Leta 1999, so Mikhail Matz in njegovi kolegi odkrili prvi rdeči fluorescentni protein, pri 
ožigalkarjih rodu Discosoma sp, ki je znan kot DsRed (Matz in sod., 1999; Shaner, 2012). 
mCherry izhaja iz DsRed oz. je bil pripravljen iz mRFP1.5 z  uvajanjem mutacij: 
N6D/K194N/T195V/D196N (Shaner in sod., 2004). 
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Slika 7: Razvoj fluorescentnega proteina mCherry s pristopi genskega inženiringa (FP base, 2019) 
 
Gen za mCherry je dolg 711 bp in protein ima molekulsko maso 26,7 kDa. Maksimalni 
eksitacijski vrh ima pri 587 nm ter maksimalni emisijski vrh pri 610 nm. Kvantni fluorescentni 
donos mCherry je 0,22, kar je nižje kot pri mRFP1. Potrebuje 15 min. za fluorescentno zrelost 
in čas trajenja fluorescence je 1,4 ns. Od vseh monomerov, ki so bili razviti iz DsRed ima 
mCherry najdaljše valovne dolžine, najvišjo fotostabilnost, najhitreje zori in je zelo odporen 
na spremembe pH (Shaner in sod., 2004). 
 
2.7 FENOTIPSKA HETEROGENOST 
 
Fenotipsko variabilnost, ki nastaja neodvisno od okoljskih pogojev pri genetsko identičnih 
osebkih istega mikrookolja, označujemo kot fenotipsko heterogenost (Ackermann, 2015). 
Večina mikroorganizmov živi v skupinah, in celično vedenje ni vedno homogeno, čeprav so 
osebki genetsko identični (Grote in sod., 2015). 
Obstaja velik nabor molekularnih procesov, ki so vzrok za pojav fenotipske heterogenosti, 
med njimi so genska stohastičnost, periodična nihanja funkcije, ki jih celice opravljajo, celična 
starost, medcelične interakcije preko molekul ali preko fizičnega stika. Stohastično izražanje 
genov predstavlja, nihanje v hitrosti tvorbe mRNA in/ali proteinov skozi čas. Ta nihanja so 
posledica majhnega števila kopij molekul v mikrobnih celicah in eksplozivno naravo 
transkripcije (Ackermann, 2015). 
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Elowitz in njegovi sodelovalci so prvi kvantificirali, kako genska stohastičnost lahko privede 
do fenotipske variabilnosti v klonski populaciji. V kromosom bakterije E.coli so vključili dva 
gena, en, ki kodira zeleno-modri (cijano) fluorescentni protein in drugi gen, ki kodira rumeni 
fluorescenti protein. Oba gena sta bila uporabljena kot poročevalca/reporterja pod kontrolo 
promotorja laktoznega operona. Avtorji so na ravni posameznih celic opazili variabilnost v 
izražanju genov za poročevalca skozi čas in v razmerju med zeleno-modrim in rumenim 
fluorescentnim proteinom (Elowitz in sod., 2002). 
Izražanje esencialnih in evolucijsko ohranjenih genov, je manj varijabilno (Silander in sod., 
2012) verjetno zaradi selekcije, ki odstranjuje gene, ki zavirajo stopnjo rasti (Wang in Zhang, 
2011). Na drugi strani, geni, ki se odzivajo na stres in metabolni geni, kažejo višjo stopnjo 
heterogenosti (Silander in sod., 2012; Bódi in sod., 2017). 
Fenotipska heterogenost je strategija preživetja, ki jo uporabljajo izogeni mikroorganizmi kot 
odziv na selekcijski pritisk in privede do adaptivne evolucije (Fraser in Kaern, 2009). 
Fenotipska heterogenost lahko omogoči, da določene celice genetsko identične populacije 
preživijo nepričakovane spremembe v okolju in s tem omogoča shranjenja genotipa v nenehno 
spremenjajočih se okoljih. Vpliva tudi na »fitnes« celic, saj lahko privede, do delitve dela, oz. 
omogoča, da se biološke funkcije razdelijo na več korakov, med posameznimi celicami 
bakterijske populacije. Izsledki kažejo, da se stopnja rasti poveča v kolikor pride do delitve 
metabolnih procesov med celicami klonske populacije v primerjavi z rastjo populacije kjer v 
vsaki celici potekajo vsi procesi (Tzamali in sod., 2011; Labhsetwar in sod., 2013; Harvey in 
sod., 2014; Müller in sod., 2014, Ackermann, 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Kemikalije 
 
Preglednica 2: Kemikalije uporabljene pri magistrskem delu 
Kemikalija Proizvajalec 
      MgSO4 x 7 H2O 
      CaCl2 x 2 H2O 
Acros Organics, Belgija 
Reakcijski pufer »ThermoPol Reaction Buffer« 
Deoksiribonukleozid-trifosfati »dNTP« 
BioLabs, New England, ZDA 
Tris baza 
Tris - HCl 
Gojišče SOB 
      Kloramfenikol 
Carl Roth Gmbh, Nemčija 
      Buffer Blue with BSA (10x) Fermentas, ZDA 
      Agar 
      Ampicilin 
      Gojišče LB 
Formedium, Velika Britanija 
Glicerol 
Izopropanol 
70 % etanol 
      90 % etanol 
Kemika, Hrvaška 
      NaCl 
      MgCl2 x 6 H2O 
Merck, Nemčija 
Agaroza 
Borova kislina 
Bromfenol modro 
Dipiridil 
Etidijev bromid 
      Poli - L- lizin 
      Nalidiksična kislina 
Sigma – Aldrich, ZDA 
Dream Taq PCR Master Mix (2x) 
FastDigest Green Buffer (10x) 
      Rapid Ligation Buffer (5x) 
      Buffer Tango with BSA (10x) 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
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3.1.2 Raztopine in pufri 
 
Preglednica 3: Raztopine in pufri uporabljene pri magistrskem delu 
Namen Pufer ali raztopina Sestava 
Raztopine za agarozno gelsko 
elektroforezo 
 
 
 
1 x TBE 
(Tris/Borat/EDTA) 
 
 
baza Tris......................10,8 g 
borova kislina................5,5 g 
0,5 M EDTA (pH 8)......4 mL 
dH2O do 1L   
 6 x Nanašalno barvilo bromfenol modro........0,25 % 
ksilen cianol................0,25 % 
saharoza.........................40 % 
Vse sestavine raztopimo v dH2O. 
Raztopine za pripravo in shranjevanje 
kemijsko kompetentnih celic 
bakterijske vrste Escherichia coli 
1 M MgCl2 MgCl2 x 6 H2O............20,3 g 
 
Raztopimo v 100 mL dH2O in 
avtoklaviramo. 
1 M CaCl2 
 
CaCl2 x 2 H2O.............14,7 g 
dH2O.........................100 mL 
CaCl2 raztopimo v polovični količini vode 
in dopolnimo ter sterilno prefiltriramo 
(velikost por 0,2 µm). 
Pufer za shranjevanje 
kompetentnih celic. 
10 mM Tris-HCL (pH 7) 
50 mM CaCl2 
10 %  glicerol 
Raztopina za pripravo mikroskopskih 
preparatov 
Fiziološka raztopina 
(0,9 % NaCl) 
NaCl..............................9 g 
dH2O.......................100 mL 
NaCl raztopi v 80 mL dH2O, dopolni ter 
avtoklaviraj. 
Soli za pripravo gojišča M9 5 x M9 soli Na2HPO4.....................12,8 g 
KH2PO4............................3 g 
NaCl..............................0,5 g 
NH2Cl..............................1 g 
dH2O.........................200 mL 
Avtoklaviramo ter shranimo pri sobni 
temperaturi. 
Kelator 2,2- dipridil 0,1 M 2,2-dipridil..........0,79 g 
70 % etanol...................0,05 L 
2,2- dipridila raztopimo v etanolu in 
prefiltriramo. 
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3.1.3 Gojišča 
3.1.3.1 Tekoče gojišče LB ( ang.» Lysogeny broth «) 
 
1,0 % (w/v) tripton, 0,5 (w/v) kvasni ekstrakt, 1,0 % (w/v) NaCl. Za pripravo tekočega gojišča 
LB smo v destilirani vodi raztopili 25g/L LB (10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5 g/L kvasni 
ekstrakt). Nato smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. 
 
3.1.3.2 Tekoče gojišče LB z dodanimi antibiotiki 
 
Pripravimo po enakem postopku kot tekoče gojišče LB, le da smo po avtoklaviranju v 
ohlajenemu gojišču dodali ustrezno koncentracijo antibiotika. 
 
Preglednica 4: Antibiotiki uporabljeni pri magistrskem delu 
Antibiotik Založna koncentracija (mg/mL) Koncentracija v gojišču (µg/mL) 
Ampicilin 100 100 
Kloramfenikol 50 v 70% etanol 20 
Nalidiksična kislina 100 25 
 
3.1.3.3 Trdno gojišče LB 
 
1,0 % (w/v) tripton, 0,5 (w/v) kvasni ekstrakt, 1,0 % (w/v) NaCl, 1,5 % (w/v) agar. 
 
3.1.3.4 Trdno gojišče LB z dodanimi antibiotiki 
 
Pripravljeno po enakem postopku kot trdno gojišče LB, le po ohladitvi  je bilo gojišču dodana 
ustrezna koncentracija antibiotika. 
 
3.1.3.5 Tekoče gojišče SOB (ang.»super optimal broth«) 
 
2% (w/v) tripton, 0,5 % (w/v) kvasni ekstrakt, 10 mM NaCl (0,584 g), 2,5 mM KCl (0,186 g), 
dH2O do 1L, 10 mM MgCl2 (0,952 g) in 10 mM MgSO4 (1,204 g). 
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3.1.3.6 Trdno minimalno gojišče M9 
 
Za pripravo 100 mL gojišča smo zatehtamli 1,5 g agarja v 78 mL dH2O in avtoklavirali 15 min 
pri 121 °C. Ohlajenemu sterilnemu gojišču smo dodali 1 M MgSO4 200 µL, 1 M CaCl2 10 µL, 
20% glukoze 2 mL, 5 x M9 soli (12,8 g Na2HPO4 x 7 H2O; 3,0 g KH2PO4; 0,5 g NaCl; 1,0g 
NH2Cl), 250 µL dipiridila, 50 µL kloramfenikola. 
 
3.1.3.7 Tekoče gojišče M63 
 
Sintezo sideroforjev smo preverjali v minimalnem tekočem gojišču M63, ki je v 100 mL 
vseboval 0,53 g KH2PO4, 0,139 g K2HPO4 x 3H2O, 0,2 g (NH4)SO4 in dolili dH2O do 100 
mL. Avtoklavirali smo 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali 2 mL 20% 
glicerola, 200 µL 1M MgSO4 in 50 µL kloramfenikola. 
 
3.1.4 Kompleti reagentov 
 
Preglednica 5: Uporabljeni komercialni kompleti reagentov 
Komplet Kataloška številka Proizvajalec 
Komplet za ekstrakcijo DNA iz agaroznega 
gela “GeneJet Gel Extraction Kit” 
K0692 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za razsoljevanje produktov reakcije 
PCR “GeneJet PCR purification Kit” 
K0702 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidne DNK“GeneJet 
Plazmid MiniPrep Kit” 
K0503 ThermoFisher Scientific, ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidne DNK“Plazmid 
or Cosmid DNA Purification Using the 
Endofree Plazmid Maxi Kit” 
 Qiagen 
Komplet za ligacijo “Rapid DNA ligation Kit” K1422 ThermoFisher Scientific, ZDA 
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3.1.5 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 6: Laboratorijska oprema in pribor, ki so bili uporabljeni pri magistrskem delu 
Proizvajalec        Laboratorijska oprema in pribor 
Amersham Biosciences, 
Velika Britanija 
Kadičke za elektroforezo »HoeferTM-HE33« 
Bio-rad, ZDA Ciklični termostat »MycyclerTM termal cycler« 
Biostep, Nemčija Transiluminator »BIOview UV light UXDT-20ML-15R« 
Consort, Belgija         Aparatura »Electrophoresis power supply consort« (300 V – 500 mA) E835 
Eppendorf, Nemčija Avtomatske pipete in nastavki 
Centrifuge: 5415R, 5424 
Mikrocentrifugirke 
Golias labortehnika, 
Slovenija 
Cepilne zanke (1 µL, 10 µL) 
Plastične Petrijeve posode 
Gorenje, Slovenija Mikrovalovna pečica  
Huber, Nemčija Vodna kopel »MiniSTAT 125/W« 
IKA, Kitajska Magnetno mešalo IKA® RCT Standard 
IskraPIO, Slovenija Brezprašna komora 
Kambič, Slovenija Avtoklav 
KernPFB, Nemčija Tehtnica 
Memmert, Nemčija Vodna kopel 
ThermoFisher 
Scientific, ZDA 
NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers 
New brunswick 
scientific, ZDA 
Stresalnik »Platform shaker innova™ 2300« 
Olympus, Japonska Mikroskop BX 51 
Shimadzu 
Corporation, Japonska 
Spektrofotometer UV/VIS UV-1800 
St John's innovation 
centre, Anglija 
Transiluminator »UVItec Limited 230V – 50/60 Hz UV radiation« 
Tehtnica Železniki, 
Slovenija 
 
Stresalnik Vibromix 10 
Tehtnica 
ThermoFisher 
Scientific, ZDA 
 
Centifuga »Sorvall™ LYNX 6000 superspeed centrifuge« 
Vodna kopel »Isotemp 215« 
Tlos, Hrvaška  Plinski gorilnik 
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3.1.6 Encimi 
 
Preglednica 7: Encimi, ki so bili uporabljeni pri magistrskem delu 
Encim Proizvajalec 
Vent polimeraza Bio Labs 
SphI (PaeI)- restriktaza Fermentas, ZDA 
Taq DNA polimeraza 
T4 DNA ligaza 
Restriktaze:BglII, Bsu15I (ClaI), DraI,  EcoRI, EcoRV, Eco32I, HincII, HindIII, 
PstI, PvuII, MluI, Mph1103I (NsiI), NcoI, SalI 
ThermoFisher 
Scientific, ZDA 
 
3.1.7 Plazmidi 
 
Preglednica 8: Plazmidi, uporabljeni pri magistrskem delu 
Plazmid Fenotip 
pJET 1.2 blunt Apr 
pJET 1.2- entC pJET 1.2, ki vsebuje PCR produkt entC_SphI- entC_BglII (entC), Apr 
pJET 1.2- ybtA pJET 1.2, ki vsebuje PCR produkt ybtA_ClaI- ybtA_NsiI(ybtA), Apr 
pBAC-clbA-cka clbA-gfpcka-mcherryCmr 
pHistag-clbA clbA-gfp Apr 
pHistag-entC entC-gfpApr 
pBAC-entC-cka entC-gfpcka-mcherryApr 
pHistag imm2 (imm3)-cka gfpcka-mcherryApr 
pJET1.2-cka cka-mcherryApr 
pJET 1.2-ybtA mCherry ybtA-mcherryApr 
pHistag imm2(imm3)-ybtA gfp ybtA-mcherry Apr 
pBAC-entC-ybtA entC-gfp ybtA-mcherry Cmr 
 
3.1.8 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 9: Bakterijski sevi uporabljeni pri magistrskem delu 
Bakterijski sev  Fenotip/Genotip 
Escherichia coli, zbirka Keio divji tip Δ(araD-araB)567, ΔlacZ4787(::rrnB-3), λ-, rph-1, Δ(rhaD-rhaB)568, hsdR514 
DH5α  počasna rast 
Escherichia coli 262 klinični izolat iz pljuč  
Escherichia coli 211 klinični izolat iz pljuč  
MG1655 zmanjšana hitrost rasti v minimalnem gojišču zaradi zmanjšane ravni 
orotatfosforiboziltransferaze (Pyr E) 
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3.1.9 DNA lestvice 
 
DNA lestvice, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu so prikazane na spodnjih slikah. 
A       B  
Slika 8: DNA lestvice A: DNA lestvica λ PstI; (Minotech, 2019) B: DNA lestvica λ HindIII (ThermoFisher 
Scientific, 2019)  
 
3.1.10 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi, ki so bili uporabljeni pri magistrskem delu 
  
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje Velikost 
pomnožka (bp) 
entC_SphI 
(vodilni) 
5'-TTG CAT GCA AGGTTA AGG GCG TAA TGA CAA 
ATT CG-3' 
364 
entC_BglII (povratni) 5'-TTA GAT CTT CGA ACT AGT TTG GTT ACC CAT ATC 
ATC CTC CAC AAA ATG ATA AAG GCT-3' 
ybtA_Cla I (vodilni) 5'-TTA TCG ATG AAT TCC CGG GTG AGA TGA CAT 
GGG AGT AAC TGA ATT TCC-3'  
1297 
ybtA_NsiI 
(povratni) 
5'-TTA TGC ATG TCT TAC CGA AAA GCA TTA CTC ATA 
TGA-3' 
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3.1.11 Računalniški programi 
 
V magistrskem delu smo uporabili računalniški program BLAST (ang. Basic Local Aligment 
Search Tool) za analizo DNA zaporedij in Vector NTI 11.5 za pripravo plazmidov. 
Programska oprema Vector NTI je popolnoma integrirana zbirka orodij za analizo zaporedja 
in načrtovanje, ki omogočajo upravljanje, pregledovanje, analizo, preoblikovanje, deljenje ter 
objavljanje različne vrste podatkov molekularne biologije, vse to v enem grafično bogatem 
okolju analize. Na osnovi restrikcijskih plazmidnih map v programu Vector NTI smo 
pripravili načrte za konstrukcijo genskih fuzij, oblikovali začetne oligonukleotide za 
pomnožitev promotorskih regij entC in ybtA ter analizirali kakovost pomnoženih sekvenc, 
promotorskih regij entC in ybtA.  
BLAST je program, ki najde regije podobnosti med biološkimi zaporedji. Program primerja 
zaporedje nukleotidov ali aminokislin z znanimi zaporedji v bazi podatkov in izračuna 
statistično pomembnost. BLAST se lahko uporablja za sklepanje funkcionalnih in evolucijskih 
odnosov med sekvencami ter za pomoč pri identifikaciji članov genskih družin. S pomočjo 
programa BLAST smo preverili vir promotorskih zaporedjih entC in ybtA oz. ali so res del 
genoma bakterije E.coli. 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava fuzij promotorjev genov entC in ybtA z geni za fluorescentna proteina 
brez lastnih promotorjev gfp in mCherry 
 
3.2.1.1 Pregled literature in oblikovanje oligonukleotidnih začetnikov 
 
S pomočjo digitalne zbirke PubMed smo pridobili bolj podrobne opise genskih lokusov za 
enterobaktin in jersiniabaktin. Zanimale so nas promotorske regije, saj le-te omogočajo 
prepisovanje genov. Nukleotidna zaporedja promotorskih regij genov entC in ybtA, ki 
omogočajo prepisovanje genov za sideroforja enterobaktin in jersiniabaktin, smo pridobili iz 
podatkovne baze GenBank. Na osnovi nukleotidnega zaporedja promotorskih regij smo 
določili nukleotidno zaporedje oligonukleotidnih začetnikov. Le ti so imeli na 5’ koncu 
nukleotidna zaporedja, katera prepoznajo in režejo specifične restrikcijske endonukleaze 
uporabljene pri konstrukciji genskih fuzij (ligacije, restrikcije). 
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3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) za namnožitev promotorskih regij entC in ybtA 
 
V prvem koraku magistrske naloge smo z verižno reakcijo s polimerazo ugotavljali prisotnost 
promotorskih regij entC in ybtA, ki sprožijo prepisovanje genov za enterobaktin in 
jersiniabaktin bakterije E.coli. Kot matrično DNA za pomnoževanje promotorske regije gena 
entC, smo uporabili sev divjega tipa bakterije E.coli (zbirke Keio), medtem ko smo za 
pomnoževanje promotorske regije gena ybtA uporabili DNA, seva bakterije E.coli 262, 
izoliranega iz bolnika z okužbo pljuč. 
 
Preglednica 11: PCR reakcijska zmes za pomnoževanje promotorjev genov entC in ybtA 
entC  ybtA 
1 µL začetni oligonukleotid entC_SphI (vodilni) 
1 µL začetni oligonukleotid entC_BglII (povratni) 
2 µL 2 x PCR Master Mix 
0,5 µL DNK Keio divji tip, sev bakterije E.coli 
22,5 µL dH2O 
50 µL 
 
1 µL začetni oligonukleotid ybtA_ClaI (vodilni) 
1 µL začetni oligonukleotid ybtA_NsiI (povratni) 
2 µL dNTP 
5 µL 10 x pufer  
0,5 µL Vent polimeraza 
1µL DNK2433-262, sev bakterije E.coli, izoliran iz pljuča 
bolnika 
39,5 µL dH2O 
50 µL 
 
Preglednica 12: Pogoji PCR reakcije za pomnoževanje promotorjev genov entC in ybtA 
entC ybtA 
95 °C       3:05 min                             1x 
94 °C       0:30 min 
55 °C       0:30 min 
72 °C       0:30 min                          30x 
72 °C       7:00 min                           1x 
  4 °C         ∞   min                           
94 °C       4:00 min                             1x 
94 °C       0:30 min 
55 °C       0:30 min 
72 °C       1:30 min                          30x 
72 °C       7:00 min                           1x 
  4 °C         ∞   min                           
 
Produkte PCR smo analizirali z gelsko elektroforezo. 
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3.2.1.3 Gelska elektroforeza iz agaroznih gelov 
 
Za pripravo agaroznega gela smo v 30 mL 1 x TBE pufra dodali ustrezno količino agaroze. 
Mešanico smo segrevali dokler se ni agaroza raztopila, ter ohlajeni dodali 3 µL etidijevega 
bromida. Agarozo smo nato zlili na nosilec z ustreznim glavnikom in po cca. 20 minutah smo 
polimerizirani gel skupaj z nosilcem prenesli v elektroforetsko banjico, v katero smo dolili 250 
mL 1x TBE pufra z dodanim etidijevim bromidom (10 µL). V prvo jamico agaroznega gela 
smo vedno vnesli fragmente DNA znanih velikosti pomešane z ustrezno količino nanašalnega 
barvila. Elektroforeza je potekala pri električni napetosti od 200 V. Po končani elektroforezi, 
smo agarozni gel z vzorci analizirali s pomočjo transiluminatorja in z računalniškim 
programom SnapGene®. 
 
3.2.1.4 Čiščenje DNA iz gela s kompletom »GeneJET Gel Extraction« 
 
DNA fragmente smo izolirali iz agaroznih gelov po protokolu kompleta »GeneJET Gel 
Extraction« (ThermoFisher Scientific, ZDA). 
 
3.2.1.5 Priprava kemijsko kompetentnih celic seva DH5α in MG1655 
 
Eno cepilno zanko seva DH5α oz. MG1655 smo prenesli v 5 mL gojišča SOB in inkubirali 
preko noči, pri 37 °C s stresanjem pri 260 obratih/min. Naslednji dan smo 1 % celic oz. 50 µL 
kulture prenesli v 100 mL svežega gojišča SOB in inkubirali pri 37 °C s stresanjem, do OD600 
= 0,5. Bakterijsko kulturo smo nato prelili v plastične centrifugirke, ter jih inkubirali 10 minut 
na ledu. Nato smo centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 2700 x g., previdno odlili supernatant in 
pelet resuspendirali v raztopini iz 80 mM MgCl2, 20 mM CaCl2 in Mili-Q-H2O. Ponovno smo 
centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 2700 x g, odlili supernatant in pelet resuspendirali v ledeno 
mrzli MgCl2-CaCl2. Resuspendirali smo nežno in previdno, da ne bi poškodovali bakterijskih 
celic. Resuspendirane bakterijske celice smo nato prenesli v 1,5 mL epice in centrifugirali 3 
min pri 4 °C in 2700 x g. Odlili smo supernatant in pelet resuspendirali v pufer za 
kompetentne celice. Kompetentne celice smo alikvotirali v centrifugirke, prenesli v tekoči 
dušik in shranili pri -80 °C, do uporabe. 
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3.2.1.6 Transformacija  
 
V sterilno epico s 100 µL kemijsko kompetentnih celic smo prenesli 10 µL ligacijskega 
produkta oz. ne več kot 50 ng DNA, premešali in inkubirali na ledu 30 min. Epico smo nato 
prenesli v vodno kopel ter inkubirali 90 sekund pri 37 °C. Toplotni šok je ključni korak, saj 
izzove odpiranje celičnih por in vstop tuje DNA. Sledila je inkubacija na ledu 1-2 minuti, da 
so se pore celic zaprle. Nato smo dodali 500 µL SOB, ter inkubirali 45 minut, pri 37 °C z 
rahlim stresanjem (50 obratov/min ali manj). Celice smo suspendirali s centrifugiranjem 3 
minute pri 4000 x g, in jih nežno resuspendirali v SOB gojišču. 150-200 µL transformiranih 
celic smo prenesli in razmazali na plošče trdnega gojišča z ustreznim antibiotikom in 
inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
3.2.1.7 Izolacija plazmidne DNA s kompletom »GeneJet Plazmid MiniPrep Kit« 
 
Za izolacijo plazmidne DNA, smo s pomočjo cepilne zanke postrgali kolonije iz plošče, ter jih 
resuspendirali v 250 µL resuspenzijske raztopine, in dodali 250 µL raztopine za lizo 
bakterijskih celic. Epico smo obračali 4-6x, dokler vsebina ni postala viskozna in bolj 
prosojna. Nato smo dodali 350 µL nevtralizacijske raztopine, in hitro premešali z obračanjem 
epice. Centrifugirali smo 5 minut pri 12 000 x g in supernatant prelili v kolono »GeneJet«. 
Kolono smo postavili v epico, za zbiranje eluirane tekočine in centrifugirali 1 minuto pri 12 
000 x g. Epico z eluirano tekočino smo spraznili, in v kolono dodali 500 µL spiralne tekočine 
z etanolom, centrifugirali 1 minuto pri 12 000 x g, epico spraznili in korak spiranja kolone 
ponovili. Prazno kolono smo centrifugirali 1 minuto pri 12 000 x g z namenom, da odstranimo 
ostanke etanola iz plazmidne DNA. Kolono smo prenesli v novo epico in dodali 50 µL 
elucijskega pufra za spiranje plazmidne DNA. Inkubirali smo 2 minuti pri sobni temperaturi, 
in centrifugirali 2 minuti pri 12 000 x g. Plazmidno DNA, hranimo pri -20 °C. 
 
3.2.1.8 Analiza nukleotidnih zaporedij promotorskih regij entC in ybtA 
 
Izolirali smo DNA iz rekombinantnih plazmidov pJET 1.2-entC, pJET 1.2-ybtA iz več 
transformant seva DH5α. Klonirane promotorske regije genov smo sekvencirali (Microsynth, 
Avstrija). Pridobljene sekvence oz nukleotidna zaporedja smo analizirali s pomočjo 
programske opreme Vector NTI Advance 11.0. 
 
  
27 
Trajkova M. Izražanje genov za sideroforje bakterije Escherichia coli na ravni posameznih celic. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
3.2.1.9 Razsoljevanje produktov reakcije PCR s kompletom »GeneJet PCR purification Kit«. 
 
PCR reakcijski zmesi smo dodali »Binding Buffer« v razmerju 1:1. Premešali in preverili smo, 
če je barva rumena, kar pomeni, da je pH optimalen za vezavo DNA. Nato smo PCR zmes 
prenesli v »GeneJet«, centrifugirali 1 min pri 14 000 rpm, in potem zlili pretočnico. V 
nadaljevanju smo dodali 700 µL pufra za spiranje, centrifugirali 1 min pri 14 000 rpm. Eluat 
smo odlili in centrifugirali 1 min pri 14 000 rpm za odstranitev ostankov pufra, saj etanol 
lahko inhibira kasnejše reakcije. Kolono smo prenesli v novo sterilno mikrocentrifugirko, 
dodali 50 µL vode brez DNaze in centrifugirali 1 min pri 14 000 rpm. Očiščeno DNA smo 
shranili pri – 20 °C. 
 
3.2.1.10 Restrikcije in ligacije 
 
Vse restrikcijske reakcije so bili opravljene  po naslednjem protokolu: 
 1 µg plazmidne DNA 
 1 µL vsakega encima 
 10 x pufer 
 H2O brez nukleaz do celokupnega volumna 
 
Pri uporabi encima »Fast Digest« pri 37 °C smo vsebino epruvete rahlo premešali in inkubirali 
15 min do 1 uro. Nato smo velikost nastalih DNA fragmentov določili z analizo gelske 
elektroforeze. 
 
Ligacijo smo izvedli v 1,5 µL mikrocentrifugirkah v ligacijski mešanici v razmerju vektor : 
vključek=1:3 
 2 µL 5 x »T4 DNA Ligase« pufer 
 0,5 µL T4 DNA ligaza  
 Voda brez nukleaz do 10 µL 
Ligacijsko mešanico smo rahlo premešali na električnem mešalu (vortex) ter inkubirali 25 min 
pri 22 °C. 
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3.2.1.11 Kloniranje izoliranih promotorskih regij sideroforjev v vektor BAC (bacterial 
artificial chromosome) z geni gfp in mCherry brez lastnih promotorjev 
 
Promotorski regiji genov entC in ybtA za siderofora enterobaktin in jersiniabaktin, smo 
namnožili s PCR in nato klonirali v linearni plazmidni vektor pJET1.2 blunt. Za tvorbo 
rekombinantnih plazmidov pJET1.2-entC in pJET1.2-ybtA, je bilo potrebno najprej izravnati 
štrleče oz. kratke enoverižne konce DNA vključkov, katere smo nato združili s plazmidno 
DNA s T4 DNA ligazo. Tako pripravljene rekombinantne plazmide smo s transformacijo 
vnesli v celice seva DH5α.  
 
Preglednica 13: Reakcijska zmes za izravnavo štrlečih koncev 
2 x reakcijski pufer  5 µL 
PCR produkt (promotrska regija sideroforja entC/ ybtA) 1 µL 
voda brez nukleaz 3,5 µL 
DNA blunting encim 0,5 µL 
 
Reakcijsko zmes za izravnavo štrlečih koncev smo za kratek čas premešali, ter nato 
centrifugirali 3-5 sekund, inkubirali 5 minut pri 70 °C, prenesli na led, ter dodali vektor za 
kloniranje 50 ng/µL pJET 0,5 µL in 5 u/µL T4 DNA ligazo 0,5 µL.  
Tako pripravljeno zmes smo najprej centrifugirali par sekund ter jo nato inkubirali 25 min pri 
22 °C. Dobljeno rekombinantno, plazmidno DNA smo vstavili s transformacijo v kemijsko 
kompetentne DH5α celice. 
 
3.2.2 Analiza izražanje genskih fuzij s fluorescentno mikroskopijo 
 
3.2.2.1 Pogoji gojenja transformiranih celic 
 
Plazmid pBAC-entC-ybtA smo vnesli v celice MG1655 s pomočjo transformacije. 
Transformante, ki so zrasle na trdnem gojišču LB z ustrezno koncentracijo kloramfenikola, 
smo precepili na več različnih gojišč ter jih gojili pri različnih pogojih (glej preglednico 14). 
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Preglednica 14: Rastni pogoji bakterije seva MG1655/pBAC-entC-ybt 
 
 
 
 
 
Sev Gojišče  Rastni pogoji 
MG1655- pBAC-entC-ybtA LB trdno gojišče + Cm inkubacija preko noči pri 37 °C 
M9 trdno gojišče + Cm + 2,2-dipiridil 0,35 
mM 
inkubacija preko noči pri 37 °C 
M9 trdno gojišče + Cm +2,2-dipiridil 0,25 
mM 
inkubacija preko noči pri 37 °C 
M9 trdno gojišče + Cm + 2,2-dipiridil 0,15 
mM 
inkubacija preko noči pri 37 °C 
M9 trdno gojišče s glicerolom + 2,2-dipiridil 
+ Cm 
inkubacija preko noči pri 30 °C 
M9 trdno gojišče  s glicerolom+ 2,2-dipiridil 
0,350 mM + Cm 
inkubacija preko noči pri 4 °C 
M9 trdno gojišče s glicerolom + 2,2-dipiridil 
0,35 mM + Cm 
inkubacija preko noči pri 42 °C, 
pH=5,6 
M9 trdno gojišče s glicerolom + glicerol, 
2,2-dipiridil 0,35 mM + Cm 
inkubacija preko noči pri 37 °C, 
pH=7 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur  pri 30 °C, pH= 
5,8 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur pri 30 °C, pH= 7 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur pri 37 °C, pH=5,8 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur pri 37 °C, pH= 7 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur pri 37 °C, pH=5,8 
M63 tekoče gojišče + Cm inkubacija 48 ur pri 37 °C, pH=6,4 
M9 trdno gojišče s glicerolom + 2,2-dipiridil 
+ Cm 
inkubacija 48 ur pri 42 °C, pH=5,6 
M9 trdno gojišče s glicerolom + 2,2-dipiridil 
+ Cm 
inkubacija 48 ur pri 42 °C, pH= 7 
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3.2.2.2 Priprava seva E. coli MG1655/pBAC-clbA-cka za mikroskopsko analizo 
 
Sev E. coli MG1655/pBAC-clbA-cka, z gensko fuzijo cka-mCherry smo pred mikroskopijo 
gojili preko noči v tekočem gojišču LB z dodanim kanamicinom pri 37 °C in180 obrati/min. 
Prekonočno kulturo smo nato precepili do 1 % v sveže gojišče LB Cm ter inkubirali pri 37 °C 
in180 obratih/min do OD600=0,3. 
Z dodatkom 25 µg/mL nalidiksične kisline smo inducirali SOS odziv, ter inkubirali še 1,5-2 h 
pri 37 °C, 180/min. Nato smo 1 mL kulture prenesli v sterilno epico, in centrifugirali 3 min pri 
4000 rpm. Supernatant smo odlili, in pelet resuspendirali v 1 mL fiziološke raztopine. Celice 
smo shranili pri 4 °C preko noči, ter naslednji dan pripravili mikroskopski preparat. Shranili 
smo še 1 mL kulture, ki je bila najprej centrifugirana 3 min pri 4000 rpm, pelet smo 
resuspendirali v 17% glicerolu in z namenom podaljšanja fluorescence proteina GFP, smo 
celice shranili pri 4 °C preko noči. 
 
3.2.2.3 Priprava pozitivne kontrole za analizo izražanja genskih fuzij 
 
Kot pozitivno kontrolo za preverjanje izražanja genske fuzije entC-gfp smo uporabili 
bakterijski sev E. coli MG1655 s plazmidom pBAC-clbA-cka, saj le-ta vsebuje gensko fuzijo 
clbA-gfp, ki se izraža v vseh bakterijskih celicah. Celice smo gojili na gojišču LB z dodano 
0,012 mg/mL Nal oz. 0,02 mg/mL Nal. Nalidiksična kislina poškoduje DNA bakterije E.coli, 
kar povzroči aktivacijo sistema SOS, ki sproži aktivacijo promotorja gena clbA. 
Kot pozitivno kontrolo za analizo izražanja gena mCherry smo uporabili sev E.coli 
MG1655/pKjk5, ki ima na kromosomu gen za mCherry, ki je uravnan z naravnim 
promotorjem (slika 36). Bakterijske celice smo gojili na trdnem gojišču LB z dodanim Kn in 
Tp.  
 
3.2.2.4 Priprava negativne kontrole za analizo izražanja genskih fuzij 
 
Za negativno kontrola smo uporabili bakterijski sev E. coli MG1655 brez plazmida pBAC-
entC-ybtA. Namen negativne kontrole je preveriti, ali gojišče oz bakterijske celice 
avtofluorescirajo, kar bi morali upoštevati pri analizi fluorescence genskih fuzij entC-gfp in 
ybtA-mCherry.  
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3.2.2.5 Priprava mikroskopskih preparatov 
 
Iz plošče smo postrgali polno ezo kolonij MG1655/pBAC-entC-ybtA (10 µL), in jih prenesli v 
1 mL 8% fiziološke raztopine, rahlo premešali na magnetnem mešalu ter centrifugirali 3 
minute pri 3000 rpm. Supernatant smo odlili, in pelet resuspendirali v 1 mL raztopine NaCl, 
ter ponovno centrifugirali 3 minute pri 3000 rpm. Na koncu smo pelet resuspendirali v 100 µL 
fiziološke raztopine. Na objektno stekelce smo najprej odpipetirali 10 µL polilizina. Ko se je 
polizin posušil smo na objektno stekelce nanesli 4 - 6 µL vzorca. Krovno stekelce smo 
previdno spustili pod kotom od 45 °, in s tem preprečili nastanek zračnih mehurčkov. Robove 
krovnega stekelca smo premazali s prosojnim lakom za nohte. Delo je potekalo v 
zatemnjenem prostoru, in vsi preparati so bili, do mikroskopiranja prekriti z aluminijasto 
folijo. 
 
3.2.2.6 Mikroskopiranje 
 
Mikroskopske preparate smo pregledali s fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51 in 
Zeiss Imager.Z1). Uporabljali smo 3 različne filtre, prvi filter (filter 1) za opazovanje 
preparatov z vidno svetlobo, drugi filter (filter 3) za opazovanje zelene fluorescence, s tem, da 
je obseval preparat z modro svetlobo z eksitacijskim vrhom pri 450 nm in emitacijskim vrhom 
pri 550 nm. Tretji filter oz filter 5 je obseval preparat z zeleno svetlobo, ki ima eksitacijski vrh 
pri 550 nm in emitacijski vrh pri 580 nm, kar omogoča zaznavanje rdeče fluorescence. Za 
ogled vidnega polja, in za slikanje istega smo uporabljali računalniški program cellSense 
Standard. Nastavitve: Exposure: 1 min; Sensittivity: ISO 100. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 KONSTRUKCIJA GENSKIH FUZIJ entC-gfp in ytbA-mCherry 
 
Genski fuziji promotorskih regij genov entC in ybtA smo pripravili v nekaj korakih: 
 
i) Uporabili smo celokupno DNA sevov bakterije E. coli divjega tipa iz zbirke KEIO in E.coli 
seva 262, izolirane iz pljuč bolnika. S PCR smo pomnožili DNA promotorskih regij in genov 
entC in ybtA ter jih klonirali v plazmidni vektor pJET1.2.  
ii) Nato smo promotorski regiji genov za oba sideroforja prestavili iz plazmida pJET1.2 v 
plazmidni vektor pBAC, ki je v celici prisoten v majhnem številu kopij. Kloniranje je zaradi 
neujemanja restrikcijskih mest potekalo preko več vmesnih korakov.  
Promotor gena entC smo na plazmidu pBAC spojili z genom za zeleni fluorescentni protein 
GFP, ki nima lastnega promotorja, medtem ko smo promotor gena ybtA spojili z genom za 
rdeči fluorescentni protein mCherry brez lastnega promotorja.  
Ob analizi s fluorescentno mikroskopijo sta fluorescentna proteina GFP in mCherry poročala o 
aktivnosti preiskovanih promotorjev entC in ybtA.  
 
4.1.1 Rezultati PCR reakcije za pomnoževanja promotorskih genov entC in ybtA 
 
DNA gena entC smo uspešno pomnožili s pomočjo Taq DNA polimeraze. Pridobili smo PCR 
produkte s štrlečimi konci (s kratkimi enoverižnimi konci), zato smo pred ligacijo z vektorjem 
pJET1.2 blunt, enoverižna nukleotidna zaporedja zapolnili. Iz slike 9A je razvidno, da je gen 
entC dolg 367 bp. Kot matrico smo uporabili kromosomsko DNA seva E. coli divjega tipa iz 
zbirke KEIO. Na sliki 9B je označen gen ybtA (1297 bp) seva E.coli 262, izoliranega iz pljuč 
bolnika. Iz slike je tudi razvidno, da sev E.coli 211 ni imel gena ybtA za sintezo siderofora 
jersiniabaktin, saj velikost PCR pomnožka ni ustrezala dolžini gena ybtA. 
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Slika 9: Slika agarozne elektroforeze PCR pomnožkov genov entC in ybtA. A:1: DNA lestvica λ PstI 50 (1.15 
kbp), 2 in 5: gen entC (367 bp), 3 in: prazne jamice; B: 1: DNA lestvica λ PstI 50 (1.15 kbp); 2 in 3:gen ybtA 
 
4.1.2 Rezultati ligacije s PCR pomnožene promotorje gena entC in ybtA v vektor pJET1.2 
 
4.1.2.1 Preverjanje uspešnosti ligacije DNA promotorja gena entC in vektorja pJET1.2 
 
Da bi preverili uspešnost ligacije smo plazmid pJET1.2-entC rezali z encimoma PstI in SphI. 
PstI reže le plazmidno DNA, medtem ko ima encim SphI eno restrikcijsko mesto v genu  entC. 
Velikost pričakovanih fragmentov je: 2615 bp in 749 bp (slika 10A) oz. v kolikor se je 
fragment vstavil v vektor z nasprotno orientacijo: 2995 bp in 369 bp (slika 10B). V kolikor 
ligacija ni bila uspešna bi po restrikciji nastal le en fragment, dolžine 2974 bp (slika 10C). Iz 
slike 11 je razvidno, da je bila ligacija uspešna, saj smo dobili 2 fragmenta, dolga 2615 bp in 
749 bp. 
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A   B  
C                        
Slika 10: Restrikcijska mesta encimov PstI in SphI na vektorju pJET1.2 ter na plazmidu pJET 1.2-entC A: 
Rekombinantni vektor pJET 1.2-entC, v katerga je vključen fragment entC v smeri prepisovanja T7 promotorja; 
B: Rekombinantni vektor pJET 1.2-entC, v katerega je vključen fragment entC, ki je obrnjen v nasprotni smeri od 
smeri prepisovanja T7 promotorja; C: Vektor pJET 1.2/blunt, ki ne vsebuje gena entC 
 
                                                         1        2        3 
 
 
    
 
 
 
 
 
Slika 11: Plazmid pJET1.2-entC, rezan z encimoma SphI in PstI  (2, 3); 1: DNA marker λ 50 PstI 11,3 kbp 
  749 bp 
2615 bp 
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4.1.2.2 Preverjanje uspešnosti vstavljanja fragmenta ybtA in vektorja pJET1.2 
 
Uspešnost ligacije promotorske regije ybtA in vektorja pJET1.2 smo preverjali s pomočjo 
kontrolne restrikcije. Izolirali smo plazmidno DNA iz transformirane celice seva DH5α, in 
rezali z encimoma PstI, ki reže pJET1.2 in EcoRI, ki ima restrikcijsko mesto v promotorju 
gena ybtA (slika 12). 
 
A   B  
Slika 12: Restrikcijska mesta encima PstI in EcoRI na vektor pJET 1.2/blunt (A), in na rekombinantni plazmid 
pJET 1.2-ybtA (B) 
 
Pričakovani fragmenti naj bi bili dolgi 2625 bp in 1684 bp oz. 3938 bp in 371 bp, v kolikor se 
je fragment ybtA vstavil v vektor z nasprotno orientacijo. Analizirali smo plazmidno DNA, 
izolirano iz 6 različnih kolonij tranformant DH5α/pJET1.2-ybtA. Iz slike 13 agaroznega gela 
je razvidno, da je bila ligacija uspešna pri plazmidih 2, 3, 4, 7. 
 
                                                       1     2     3    4      5     6      7 
 
 
 
 
Slika 13: Restrikcija plazmidne DNA z encimoma EcoRI in PstI; 1: 1kbp DNA lestvica; 2: pJET1.2-ybtA, 
velikost fragmentov 3938 bp in 371 bp; 3, 4, 7: pJET1.2-ybtA, velikost fragmentov 2625 bp in 1684 bp, 2, 5, 6: 
neustrezen plazmid 
3938 bp 
 
1684 bp 
371 bp 
2625 bp 
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4.1.3 Konstrukcija genske fuzije entC-gfp v plazmidu pBAC-clbA-cka 
 
4.1.3.1 Načrt kloniranja promotorske regije gena entC iz plazmida pJET1.2-entC v vektor 
pBAC-clbA-cka 
 
Zamenjava promotorske regije gena clbA s promotorsko regijo entC v plazmid pBAC-clbA-
cka ni bila enostopenjska, saj so restrikcijske endonukleaze plazmid pBAC-clbA-cka razrezale 
v več fragmentov. Zato smo prenesli gensko fuzijo clbA-gfp v plazmid pHistag, ker smo 
izrezali promotor gena clbA in na njegovo mesto vstavili promotor gena entC. Gensko fuzijo 
entC-gfp smo nato vnesli v vektor pBAC-cka. 
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3  
Slika 14: Shema konstrukcije genske fuzije entC-gfp v plazmid pBAC-clbA 
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Naš izhodiščni plazmid je bil predhodno pripravljeni pBAC-clbA-cka, ki je vseboval 2 genski 
fuziji clbA-gfp in cka-mCherry. Izražanje gena gfp za zeleni fluorescentni protein je bilo 
odvisno od promotorja gena clbA. Naš cilj je bil zamenjati promotor gena clbA s promotorjem 
gena entC. Na ta način bi gfp poročal o izražanju gena za enterobaktin. Neposredna zamenjava 
promotorja gena clbA s promotorjem entC ni bila možna zaradi neujemanja restrikcijskih 
mest, zato smo tudi gensko fuzijo konstruirali preko štirih vmesnih korakov. 
1 korak: V prvem koraku (glej sliko 14-1) smo prenesli del plazmida pBAC-clbA-cka, ki je 
vseboval genski zapis clbA in del genskega zapisa za protein GFP, v plazmid pHistag. To smo 
naredili tako, da smo oba plazmida rezali z endonukleazama SphI in MluI (slika 14). Sledila je 
ligacija fragmenta s fuzijo promotorja entC-gfp pBAC (808 bp, slika 16 A) in 4333 bp dolgega 
fragmenta DNA pHistag (slika 16B). 
 
A B  
Slika 15: Prenos gena clbA iz pBAC v plazmid pHistag s prikazom restrikcijskih mest encimov SphI in MluI na 
plazmid: A: pBAC-clbA-cka; B:  pHistag 
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     1     2        3       4      5                                               1    2     3    4      5    6   
 A                                             B  
Slika 16: Restrikcija plazmidne DNA z endonukleazama SphI in MluI (A) (1: 11,5 kbp DNA lestvica, 2, 3: 
plazmid pBAC-clbA-cka (9780 bp in 808 bp), 4, 5: plazmid pHistag-clbA (4333 bp in 869 bp)) ter z encimoma 
PstI in BglII (B) (1: 11,5 kb DNA lestvica, 2: plazmid pHistag-kontrola, 6: plazmid pHistag-clbA (3423 bp in 
1615 bp), 3, 4, 5: neustrezen plazmid) 
 
Uspešnost ligacije smo preverili z rezanjem plazmida pHistag-clbA, z encimoma PstI in BglII. 
Velikost pričakovanih fragmentov je bila 3423 bp in 1615 bp. Kot negativno kontrolo smo na 
agarozni gel nanesli plazmid pHistag, brez vključka, tudi rezanega s PstI in BglII, pri čemer 
naj bi bila pričakovana fragmenta dolga 3236 bp in 1966 bp (slika 16B). Iz slike 16B 
agaroznega gela je razvidno, da je bila ligacija uspešna pri plazmidu, ki je bil vnešen v jamico 
številka 6 (slika 16B-6). Omenjeni plazmid smo uporabili v nadalnjih korakih. 
Z namenom priprave genske fuzije promotorja gena za enterobaktin z genom gfp brez lastnega 
promotorja smo zamenjali promotorsko regijo gena clbA s promotorsko regijo gena entC 
plazmida pHistag-clbA.  
2 korak: V drugem koraku konstrukcije genske fuzije entC-gfp (glej sliko 14-2) smo rezali 
plazmide pHistag-clbA in pJET1.2-entC z endonukleazama SphI in BglII (slika 17, 18). Nato 
smo ligirali plazmid pHistag (4662 bp) (slika 18 B) in entC, DNA fragment (374 bp) (slika 
18A). Plazmid pHistag-entC, smo s transformacijo prenesli v sev DH5α. Iz transformant smo 
izolirali plazmidno DNA ter naredili kontrolno restrikcijo, da bi preverili, če se je gen entC 
vstavil v plazmid pHistag. Rezali smo plazmid pHistag-entC z encimoma EcoRI in HincII. 
EcoRI ima restrikcijsko mesto le v plazmidu, vendar HincII ima 2 restrikcijski mesti, eno v 
plazmidu in drugo v promotorski regiji gena entC. Velikost pričakovanih fragmentov je: 3256 
bp, 970 bp, 456 bp in 356 bp. Slika 19, agaroznega gela potrjuje, da smo uspešno vstavili gen 
entC v vektor pHistag. 
9780 bp 
808 bp 
4333 bp 
869 bp 
3423 bp 
1615 bp 
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A B  
Slika 17: Restrikcijska mesta encimov SphI in BglII  plazmida pHistag-clbBAC (A) ter plazmida pJET1.2-entC 
(B) 
 
         1     2     3     4    5                                                           1           2          3 
A                                  B    
Slika 18: Slika agoroznega gela, restrikcije plazmidne DNA z encimoma SphI in BglII. A: pJET1.2-entC (2-5), 1: 
DNA lestvica 11,5 kbp, B: pHistag-clbBAC (2-3), 1: DNA lestvica 11,5 kbp 
 
4662 bp 
2928 bp 
376 bp 
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1        2       3        4        5        6 
 
Slika 19: Restrikcija pHistag-entC z endonukleazama EcoRI in HincII. 1: DNA lestvica 11,5 kbp, 2-6: plazmid 
pHistag-entC 
 
3 korak: Tretji oz. zadnji korak v konstrukciji genske fuzije entC-gfp (glej sliko 14-3) je bil 
prenos- genske fuzije entC-gfp iz plazmida pHistag-entC v pBAC-cka (slika 20). Z rezanjem 
plazmida pHistag-entC z encimoma SphI in MluI sta nastala 2 fragmenta, dolga 4333 bp in 
705 bp (slika 21). Fragment dolžine 705 bp, vsebuje gensko fuzijo entC-gfp. Sledila je ligacija 
linearne plazmidne DNA pBAC-cka (9780 bp), po restrikciji vektorja pBAC-clbA-cka z SphI 
in MluI in fragmenta entC-gfp (705 bp). Ligacijske produkte smo s transformacijo vstavili v 
sev DH5α. Iz zraslih transformant smo izolirali plazmidno DNA s pomočjo kompleta. 
 
A      B  
Slika 20: Restrikcijska mesta encimov SphI in MluI na plazmid pHistag-entC BAC (A) in na plazmid pBAC-
clbA-cka (B) 
456 bp 
3256 bp 
970 bp 
356 bp 
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1          2        3            4 
 
Slika 21: Restrikcija pHistag-entC z encimov SphI in MluI. 1: DNA lestvica 11,5 kbp; 2-4: plazmid pHistag-entC 
 
Z restrikcijo z encimom HincII (slika 22) smo potrdili, da je v plazmid pBAC-entC-cka 
vstavljena genska fuzija entC-gfp (slika 23). Encim HincII reže plazmidno DNA pBAC-clbA-
cka le v genu entC, zato smo kot negativno kontrolo uporabili plazmid pBAC-clbA-cka brez 
gena entC. 
 
A  B  
Slika 22: Restrikcijska mesta encimov HincII  plazmida pBAC-entC-cka (A) in plazmida pBAC-clbA-cka (B) 
 
 
4333 bp 
705 bp 
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707 bp 
                                                              1   2               3 
 
Slika 23: Restrikcija plazmidne DNA z encimom HincII.1: DNA lestvica 11.5 kbp; 2:plazmid pBAC-clbA-cka 
(kontrola); 3: plazmid pBAC-entC-cka 
 
Iz slike 23 je razvidno, da kontrolni plazmid pBAC-clbA-cka nima fragmenta dolžine 723 bp 
(označeno z rdečo puščico), saj nima gena entC. Na drugi strani plazmid pBAC-entC-cka ima 
fragment dolžine 723 bp, in posledično gen entC. Opravili smo še eno kontrolo, in sicer rezali 
smo pBAC-entC-cka in pBAC-clbA-cka z encimoma XbaI in NsiI, ki je potrdila, da je v 
pBAC-entC-cka vključena promotorska regija gena entC (slika 24). 
A         B              
Slika 24: Restrikcijska mesta encimov XbaI in NsiI na plazmid pBAC-entC-cka (A) ter na plazmid pBAC-clbA-
cka (B) 
843 bp 
723 bp 
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4.1.4 Konstrukcija genske fuzije ybtA-mCherry  v plazmid pBAC-entC-cka 
 
4.1.4.1 Načrt kloniranja promotorske regije gena ybtA iz plazmida pJET1.2-ybtA v pBAC-
clbA-cka 
 
Konstrukcija genske fuzije ybtA-mCherry v vektor pBAC je potekala v petih korakih (slika 
25): 
1 Prenos cka-mCherry iz vektorja pBAC v pHistag-imm2 z restrikcijo z encimoma MluI in 
HindIII. 
2 Prenos promotorske regije gena cka iz plazmida pHistag-imm2 v plazmid pJET1.2 blunt z 
endonukleazama EcoRV in PvuII. Fragment, ki je vseboval promotorsko regijo cka (1130 bp) 
smo vstavili v vektor pJET1.2 blunt s pomočjo ligacije. 
3 Sledilo je izrezovanje gena cka iz pJET1.2 in vstavljanje promotorja gena ybtA navzgor od 
poročevalskega gena mCherry. V ta namen smo rezali vektor pJET1.2 najprej z endonukleazo 
NsiI in nato z delno restrikcijo z encimom ClaI. Sledilo je vstavljanje fragmenta s 
promotorjem ybtA v rezani vektor pJET1.2. 
4 Prenos fragmenta, ki vsebuje ytbA-mCherry iz plazmida pJET 1.2-ybtA mCherry nazaj v 
plazmid pHistag-imm2(imu3). V ta namen smo rezali plazmid pHistag-imm2(imu3) in pJET 
1.2-ybtA mCherry z endonukleazama EcoRV in NcoI. Ker ima encim EcoRV dve restrikcijski 
mesti na plazmidu pHistag-imm2(imu3) smo najprej rezali z encimom NcoI. Plazmidno DNA 
smo nato delno razrezali še z encimom EcoRV. 
5 Zadnji korak pri pripravi genskih fuzij je bilo prestavljanje gfp in genske fuzije ytbA-
mCherry iz plazmida pHistag-entC-ybtA v vektor pBAC. V ta namen smo rezali plazmide 
pHistag-entC-ybtA in pBAC-entC z encimoma MluI in HindIII. 
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Slika 25: Shema konstrukcije genske fuzije ybtA-mCherry v plazmida pBAC-entC-cka 
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Direktna zamenjava gena cka s promotorsko regijo gena ybtA v plazmidu pBAC-entC-cka ni 
bila možna, saj restrikcijski encimi s katerimi bi lahko izrezali gen cka režejo vektor pBAC na 
več mestih. Zato smo vstavili promotorsko regijo cka v plazmid pJET 1.2 in ga zamenjali s 
promotorsko regijo promotorja ybtA. Prenos genske fuzije cka-mCherry iz pBAC-entC-cka v 
plazmid pJET1.2 ni bila možna, saj se restrikcijska mesta niso ujemali. To težavo smo rešili 
tako, da smo prvo prenesli cka-mCherry v plazmid pHistag-imm2 (imm3) in nato v plazmid 
pJET1.2. V plazmidu pJET1.2 smo zamenjali promotorsko regijo cka s promotorsko regijo 
ybtA. Potem smo promotorsko regijo ybtA prenesli v plazmid pHIstag. Na koncu smo gensko 
fuzijo ybtA-mCherry vstavili v vektor pBAC-entC. 
Zamenjava promotorja gena cka s promotorjem gena ybtA v pBAC-entC-cka, oz. konstrukcija 
genske fuzije ybtA-mCherry je potekala v zgoraj povzetih stopnjah. 
1 korak: Najprej smo gensko fuzijo cka-mCherry (2275 bp) izrezali iz plazmida pBAC-entC-
cka (slika 25-1)s pomočjo encimov MluI in HindIII (slika 26A). Nato smo jo z ligacijo vstavili 
v plazmid pHistag Imm2 (4436 bp), ki je bil rezan z encimoma MluI in HindIII (slika 26B). 
       1         2         3                                                         1      2      3         4        5 
A                                                  B   
Slika 26:  Restrikcija vektorja pBAC-entC-cka in pHistag imm2 (imm3) z encimoma HindIII in MluI A: 1: DNA 
lestvica 11,5 kbp, 2, 3: plazmid pBAC-entC-cka rezan z HindIII in MluI; B: 1: DNA lestvica 11,5 kbp, 2-5: 
plazmid  pHistag imm2 (imm3), rezan z HindIII in MluI 
Z restrikcijo z encimom NsiI smo preverili uspešnost ligacije plazmida pHistag imm2 (4436 
bp) in fragmenta cka-mCherry (2275 bp), (slika 27). Velikost pričakovanih fragmentov je bila 
4261 bp, 733 bp, 732 bp in 625 bp. Plazmidno DNA pHistag imm2-cka smo izolirali iz 4 
različnih kolonij transformant DH5α/pHistag imm2-cka, ki smo jih gojili na trdnem gojišču 
LB z dodanim ampicilinom. Iz slike 27 agaroznega gela je razvidno, da je ligacija bila uspešna 
pri vseh štirih pregledanih tranformantah. 
8210 bp 
2275 bp 
4436 
bp 
499 bp 
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1     2      3     4     5 
 
Slika 27: Plazmid pHistag imm2-cka rezan z encimom NsiI. 1: DNA lestvica 11,5 kbp, 5: plazmid pHistag imm2-
cka rezan z NsiI, 2, 3, 4: neustrezen plazmid 
2 korak: V naslednjem koraku (slika 25-2) smo gen cka prenesli iz plazmida pHistag imm2-
cka v plazmid pJET1.2. Plazmid pHistag imm2-cka smo rezali z restrikcijskima encimoma 
EcoRV (Eco32I) in PvuII. Iz agaroznega gela (slika 28) smo izolirali fragment, ki je vseboval 
genski zapis za cka (1129 bp) in smo ga s pomočjo ligacije vstavili v plazmid pJET1.2. 
Plazmid pJET1.2 ni bilo potrebno rezati z encimom EcoRV, saj je v linearni obliki in ima 
restrikcijsko mesto EcoRV, kar je omogočilo ligacijo. 
 
     1     2      3       4 
A                             B  
Slika 28: Plazmid pHistag-cka imm2 rezan z encima EcoRV (Eco32I) in PvuII. A:1: DNA lestvica 11,5 kbp, 2-4: 
plazmid pHistag-cka imm2 rezan z encima EcoRV (Eco32I) in PvuII; B: plazmid pHistag-imm2 (imm3)-cka. 
 
733, 732 bp 
4261 bp 
625 bp 
2755 bp, 2598 
bp 
1129 bp  
229 bp 
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Iz gela smo izrezali fragment dolžine 1129 bp. Da bi preverili uspešnost ligacije, smo rezali 
plazmid pJET1.2-cka z encimom PstI, saj ima eno restrikcijsko mesto v plazmidni DNA in 
eno v genu cka. Pričakovali smo 2 fragmenta velikosti: 2835 bp in 1268 bp. Iz slike 29A 
agaroznega gela je razvidno, da smo uspešno ligirali DNA plazmida pJET1.2 (2974 bp) in 
fragment z genom cka zapis (1129 bp). 
 
A                      B  
Slika 29: Plazmid pJET1.2-cka rezan z encimom PstI. A: 1: DNA lestvica 11,5 kbp, 2-5:  plazmid pJET1.2-cka, 
rezan z encimom PstI; B: plazmid pJET1.2-cka. 
 
3 korak: Naš naslednji cilj (slika 25-3) je bil izrezati gen cka in v plazmid pJET1.2-cka 
vstaviti gen ybtA. Plazmid pJET1.2-cka smo rezali z encimoma ClaI in NsiI. Ker ima 
restrikcijska endonukleaza ClaI dve restrikcijski mesti na plazmidu pJET1.2-cka smo izvedli 
delno restrikcijo. V ta namen smo restrikcijsko mešanico inkubirali pri treh različnih časih pri 
37°C, ter analizirali pridobljene fragmente z gelsko elektroforezo. Ugotovili smo, da 
pridobimo tarčni fragment, dolžine 336 bp z genom cka, če inkubiramo restrikcijsko mešanico 
eno minuto pri 37°C. Nato smo plazmid pJET1.2, brez gena cka ligirali s promotorsko regijo 
gena ybtA. Ligacijsko mešanico smo s transformacijo vstavili v sev DH5α. Da bi preverili 
uspešnost ligacije smo plazmidno DNA pJET1.2-ybtA mCherry iz zraslih transformant 
izolirali in rezali z encimoma HindIII in PstI. Pričakovali smo tri fragmente velikosti 2359 bp, 
2259 bp in 476 bp. Na sliki 30 so prikazani rezultati restrikcije pJET1.2-ybtA mCherry, ki 
potrjujejo uspešnost kloniranja gena ybtA, ki se je vstavil v plazmid pJET1.2. 
 
 
 
2835 
bp 1268 bp 
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1      2     3      4          5 
 
Slika 30: Slika agaroznega gela, na kateri so prikazani restrikcijski fragmenti, nastali po restrikciji plazmida 
pJET1.2-ybtA mCherry  z encimoma HindIII in PstI (2-5), 1: DNA lestvica 11,5 kbp 
 
4 korak: Naslednji korak v konstrukciji genske fuzije ytbA-mCherry (slika 25-4) je bil prenos 
fragmenta z genom ybtA iz pJET1.2-ybtA mCherry nazaj v pHistag imm2 in potem iz pHistag 
v vektor pBAC. Plazmida pJET1.2-ybtA mCherry in pHistag imm2 (imm 3) smo rezali z 
endonukleazama EcoRV in NcoI. Fragment, ki je vseboval gen ybtA (2090 bp) smo iz pJET 
1.2-ybtA mCherry ligirali skupaj s plazmidno DNA pHistag imm2 (5725 bp), predhodno 
rezano z EcoRV in NcoI. 
 
                                                                   1     2    3 
 
Slika 31: Slika agaroznega gela, restrikcije plazmida  pJET1.2-ybtA mCherry z encimoma EcoRV in NcoI (2,3), 
1: DNA lestvica 11,5 kbp 
 
Uspešnost ligacije smo preverili z restrikcijo izolirane plamidne DNA z encimom EcoRI. Z 
ligacijo smo izolirali plazmid pHistag-ybtA. Encim EcoRI ima na plazmidu pHistag-imm 2 
(imu 3)-entC dve restrikcijski mesti, medtem, ko jih ima plazmid pHistag-ybtA tri, saj reže 
2359 bp, 2259 bp 
476 bp 
2937 bp 
1975 bp 
182 bp 
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tudi v genu ybtA. Slika 32 potrjuje, da smo uspešno vstavili gensko fuzijo ytbA-mCherry v 
plazmid pHistag imm2 (imu3)-entC. Na sliki 32 je razvidno, da po restrikciji nastanejo trije 
fragmenti z velikosti 4157 bp, 2494 bp in 1052 bp. 
 
                                                                     1       2     3 
 
Slika 32: Plazmid pHistag-ybtA rezan z encimom EcoRI.1:DNA lestvica 11,5 kbp, 2, 3: plazmid pHistag-ybtA 
rezan z EcoRI 
 
5 korak: Na koncu (slika 25-5) smo prenesli fragment z gensko fuzijo ytbA-mCherry iz 
pHistag-ybtA v vektor pBAC-entC-ybtA. Rezali smo plazmide pHistag-ybtA in pBAC-entC-
ybtA z endonukleazama MluI in HindIII. Sledila je ligacija fragmenta (3266 bp) in plazmida 
pBAC (8210 bp). Uspešnost ligacije smo zopet preverili z restrikcijo, izolirane plazmidne 
DNA pBAC-entC-ybtA transformant z restrikcijsko endonukleazo SphI. Encim SphI ima le 
eno restrikcijsko mesto v promotorski regiji gena entC in eno v promotorski regiji gena ybtA, 
ter nobenega v plazmidu pBAC. V primeru uspešne ligacije smo pričakovali dva fragmenta, 
dolga 9360 bp in 2115 bp. Kot je razvidno iz slike 33 je bila konstrukcija genskih fuzij ytbA-
mCherry in entC-gfp v vektorju pBAC  uspešna. Opravili smo še eno kontrolno restrikcijo 
plazmida pBAC-entC-ybtA, z encimom SalI, ki ima 5 restrikcijskih mest v plazmidu pBAC-
entC-ybtA in štiri v plazmidu pBAC-entC. Restrikcijo smo analizirali s pomočjo gelske 
elektroforeze (slika 33B). Kot je razvidno iz slike 33B je druga kontolna restrikcija potrdila 
rezultate prve, zato smo sklepali, da je bila konstrukcija genskih fuzij ytbA-mCherry in entC-
gfp v vektorju pBAC uspešna. 
4157 bp 
2494 bp 
1052 bp 
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            1                         2                                              1              2               3 
    A                             B      
Slika 33: Restrikcija plazmida pBAC-entC-ybtA z encimom SphI in z encimom SalI A: 1: DNA marker λ 50 PstI 
(11,5 kbp), 2: restrikcija plazmida pBAC-entC-ybtA z  encimom SphI; B: 1: DNA marker λ 50 PstI (11,5 kbp), 2: 
plazmid pBAC-entC rezan z encimom SalI (negativna kontrola), 3: pBAC-entC-ybtA rezan z encimom SalI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9360 bp 
2115 bp 
6384 
bp 
2087 
bp 
1160 bp 
843 bp 
1002 
bp 
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4.2 ANALIZA IZRAŽANJA GENSKIH FUZIJ entC-gfp in ytbA-mCherry 
 
Da ni neznanih notranjih ali zunanjih dejavnikov, ki bi vplivali na naš poskus, smo uporabili 
kontrole. Negativna kotrola (slika 34) so bile celice bakterijskega seva MG1655, ki nimajo 
genske fuzije entC-gfp in ybtA-mCherry in zato nismo pričakovali vidne zelene ali rdeče 
fluorescence. Zanimalo nas je, če že same celice emitirajo določeno stopnjo fluorescence oz če 
samo gojišče fluorescira, saj bi mogli to upoštevati pri interpretaciji naših rezultatov. Kot je 
razvidno iz slike 34B pri negativni kontroli nismo zaznali fluorescence, kar smo tudi 
pričakovali. Kot pozitivno kontrolo za izražanje gena za GFP proteina smo uporabili 
bakterijski celice MG1655/pBAC-clbA-cka, ki so oddajali zeleno fluorescenco kot je vidno na 
slikah 35 in 37. Sev MG1655/pKjk5 smo uporabili kot kontrolo izražanja gena za mCherry 
protein. Sev ima namreč zapis za mCherry na kromosomu, čigavo izražanje je regulirano s 
konstitutivnim promotorjem, kar smo tudi mi zaznali (glej sliko 36). Za razliko od pozitivnih 
kontrol, pri negativni kontroli ni prišlo do izražanja genskih fuzij entC-gfp in ybtA-mCherry, 
kar narekuje, da so naši rezultati zanesljivi.  
A          B  
Slika 34: Negativna kontrola, celice seva MG1655 brez genske fuzije entC-gfp  in ytbA-mCherry A: Celice 
posnete s svetlobnim filtrom (filter 1). B: Celice posnete s fluorescentnim filtrom (filter 3 in 5, Olympus BX51) 
A     B                    
Slika 35: Pozitivna kontrola za analizo izražanja gena gfp. A: Celice MG1655/pBAC-clbA-cka posnete s 
svetlobnim mikroskopom (filter 1). B: Celice MG1655/pBAC-clbA-cka posnete s fluorescentnim mikroskopom 
(filter 3), vizualizacija proteina GFP (Olympus BX51) 
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A             B  
Slika 36: Pozitivna kontrola za analizo fluorescentnega signala proteina mCherry A: Celice MG1655/pKjk5 
posnete s svetlobnim mikroskopom (filter 1). B: Celice MG1655/pKjk5 posnete s fluorescentnim mikroskopom 
(filter 5), vizualizacija proteina mCherry (Olympus BX51) 
 
A   B   
C  D   
Slika 37: Vizualizacija izražanja genske fuzije clbA-gfp v celicah seva MG1655 s plazmidom pBAC-clbA-cka. 
A: Svetlobna mikroskopija celic gojenih na gojišču M9; B: Fluorescentna mikroskopija celic gojenih na gojišču 
M9; C: Svetlobna mikroskopija celic, gojenih na gojišču LB + Nal; D: Fluorescentna mikroskopija celic, gojenih 
na gojišču LB + Nal. (Olympus BX51, 400x povečava) 
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4.2.1 Analiza izražanja genske fuzije entC-gfp na trdnem gojišču LB z dodanim Cm  
 
S fluorescentno mikroskopijo nismo zaznali zelene fluorescence zato lahko sklepamo, da na 
trdnem gojišču LB ni prišlo do izražanje genske fuzije entC-gfp. 
 
4.2.2 Analiza izražanja genskih fuzij entC-gfp in ytbA-mCherry na trdnem gojišču M9 z 
dodanim Cm in 0,35 mM 2,2- dipiridilom 
 
Ker je gojišče LB bogato tudi z železom, smo izražanje genskih fuzij analizirali po rasti na 
gojišču brez železa. Kolonije celic MG1655, s plazmidom pBAC-entC-ybtA, ki so zrasle na 
LB plošči smo precepili na minimalno trdno gojišče M9 z dodanim Cm in kelatorjem železa 
2,2-dipiridilom. Fluorescentna mikroskopija je pokazala zeleno fluorescenco vseh bakterijskih 
celicah, kar pomeni, da se je aktiviral promotor gena entC. S pomočjo fluorescentne 
mikroskopije smo zaznali le izražanje fuzije entC-gfp, medtem ko nismo zaznali izražanja 
fuzije ybtA-mCherry. 
 
 
Slika 38: Vizualizacija izražanja genske fuzije entC-gfp v celicah MG1655/pBAC-entC-ybtA s fluorescentnim 
mikroskopom Zeiss Imager.Z1. Celice smo opazovali pri 400x povečavi 
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4.2.3 Analiza izražanja genskih fuzij genov entC-gfp in ytbA-mCherry na trdnem gojišču 
M9 in z različnimi koncentracijami dipiridila 
 
Celice MG1655 s plazmidom pBAC-entC-ybtA smo nato gojili v gojišču z minimalnim virom 
hranil, M9 ter različnimi koncentracijami dipiridila. Na ploščah gojišča M9, 0,15 mM 2,2-
dipiridila nismo zasledili izražanja fuzije entC-gfp, verjetno zaradi prenizke koncentracije 
kelatorja. V gojišču M9 z 0,35 mM 2,2-dipiridila tudi nismo zaznali izražanja genske fuzije, 
saj je bila rast celic zelo slaba in počasna. 
Preglednica 15: Pogoji gojenja celic MG1655/pBAC-entC-ybtA in rezultati analize izražanja poročevalskih 
genov s fluorescentno mikroskopijo 
Celice opazovane pod fluorescentnim 
mikroskopom 
Pogoji gojenja Izražanje poročevalskih genov 
gfp mCherry 
Negativna kontrola: MG1655 brez 
plazmida 
LB agar, 37 °C, preko noči - - 
Pozitivna kontrola: MG1655, s plazmidom 
pBAC-clbA-cka, genska fuzija cka-mCherry 
LB agar, 37 °C, SOS odziv 
induciran z  NA 
- - 
MG1655, s plazmidom pBAC-entC-ybtA M9 + 0,15 mM 2,2-dipiridil  - - 
MG1655, s plazmidom pBAC-entC-ybtA M9 +  0,25 mM 2,2-dipiridil  + - 
MG1655, s plazmidom pBAC-entC-ybtA M9 +  0,35 mM 2,2-dipiridil  - - 
 
Optimalna koncentracija 2,2-dipiridila, ki jo lahko dodamo gojišču, da sprožimo aktivacijo 
promotorske regije gena entC je bila 0,25 mM, saj smo samo pri tej koncentraciji zaznali 
signal GFP. 
 
4.2.4 Vpliv temperature in vira ogljika na izražanja genskih fuzij seva MG1655 entC-gfp 
in ytbA-mCherry na trdnem gojišču M9 z dodanim kelatorjem 
 
Celice MG1655/pBAC-entC-ybtA smo gojili na : i). minimalnem trdnem gojišču M9 + 0,25 
mM 2,2-dipiridil pri  30 °C in pri ii) 37 °C, preko noči; iii) pri 37 °C, na M9 + 0,25 mM 2,2-
dipiridila in jih pred mikroskopijo inkubirali 24 ur v 0,9 % fiziološki raztopini pri 4 °C, ter iv) 
preko noči pri 30 °C na trdnem gojišču M9 + 0,25 mM 2,2-dipiridil z 20 % glicerolom 
namesto glukoze (slika 39).Pri celicah, ki so bili gojene pri 30 °C na trdnem gojišču M9 s 
kelatorjem, 0,25 mM 2,2-dipiridilom ter z 20 % glicerolom kot virom ogljika namesto 
glukoze, je prišlo do izražanja genske fuzije ytbA-mCherry, vidna kot rdeča fluorescenca 
proteina mCherry (slika 39). Na drugi strani se pri nobenem od zgoraj navedenih pogojev 
gojenja, v teh poskusih ni izražala genska fuzija entC-gfp.  
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Preglednica 16: Vpliv temperature in vira ogljika na izražanja genskih fuzij seva MG1655 entC-gfp in ytbA-
mCherry  
Gojišče T (°C) Čas inkubacije (h) Izražanje mCherry 
M9 Cm 0,25 mM 2.2-
dipiridil Glu -trdno 
30 24 
24 
- 
37 - 
M9 Cm 0,25 mM 2.2-
dipiridil Glu -trdno 
37 in 4* 24 - 
- 
- 
M9 Cm 0,25 mM 2.2-
dipiridil Gly-trdno 
30 24 + 
* Celice smo inkubirali pri 37 °C, na M9 + 0,25 mM 2,2-dipiridila preko noči in jih pred mikroskopijo inkubirali 
24 ur v 0,9 % fiziološki raztopini pri 4 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
57 
Trajkova M. Izražanje genov za sideroforje bakterije Escherichia coli na ravni posameznih celic. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
A  B  
C  D  
Slika 39: Vizualizacija izražanja genske fuzije ytbA-mCherry. Celice MG1655/pBAC-entC-ybtA gojene na 
minimalnem trdnem gojišču M9+ 2,2-dipiridil +20 % glicerol in inkubirane preko noči pri 30 °C. A, C: Celice 
MG1655/pBAC-entC-ybtA, svetlobna mikroskopija (filter 1); B, D: Celice MG1655/pBAC-entC-ybtA posnete s 
fluorescentnim mikroskopom (filter 5), vizualizacija proteina mCherry; A, B:200x povečava; C, D:400x 
povečava (Olympus BX51). 
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4.2.5 Vpliv temperature in pH na izražanje genskih fuzij entC-gfp in ytbA-mCherry v 
celicah seva MG1655, gojene na trdnem gojišču M9 z dodanim kelatorjem 
 
Enterobakterije so nevtrofilne bakterije, vendar se tudi nahajajo v okolju z nižjim pH, npr. v 
prebavnem traktu. V zdravih pljučih človeka je pH vrednost rahlo alkalna 7,38-7,42, prav tako 
tudi v krvi. Da bi preverili morebitni vpliv pH na izražanje genov za enterobaktin in 
jersiniabaktin bakterije E. coli smo analizirali izražanje genskih fuzij entC-gfp in ytbA-
mCherry v celicah, gojenih pri treh temperaturah ter treh različnih pH vrednostih (preglednica 
17). 
Preglednica 17: Vpliv temperature in pH na izražanje genskih fuzij entC-gfp in ytbA-mCherry  
Gojišče pH T (°C) Čas inkubacije (h) Izražanje 
M9 Cm Gly dipiridil-trdno 5,6 30 22-28 - 
37 - 
42 - 
M9 Cm Gly dipiridil-trdno 7 30 22-28 - 
37 - 
42 - 
M9 Cm Gly dipiridil-trdno 7,05 30 22-28 - 
37 - 
42 - 
 
V nobenem od pogojev, navedenih v preglednici, nismo zaznali izražanja genskih fuzij entC-
gfp in ybtA-mCherry. 
 
4.2.6 Vpliv agregatnega stanja gojišč, temperature in pH na izražanja genskih fuzijah 
entC-gfp in ytbA-mCherry v celicah seva MG1655  
 
V zadnjem poskusu smo združili analizo vpliva treh rastnih dejavnikov: agregatnega stanja 
gojišča, temperature, pH in časa inkubacije MG1655/pBAC-entC-ybtA pri 4 °C. Rezultati so 
prikazani v preglednici 18. 
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Preglednica 18: Različni pogoji rasti celic MG1655/pBAC-entC-ybtA  
Gojišče pH T (°C) Čas inkubacije 
(h) 
Čas inkubacije (h) pri 4°C v 
0,9 %  fiziološki raztopini 
Izražanje 
M9 Cm Gly 
dipiridil-trdno 
7 37 42 / - 
30 / - 
42 / - 
5,6 42 42 / - 
M63 Cm Gly 
dipiridil-tekoče 
5,8 30 22 20 - 
30 42 / - 
37 42 / - 
7 30 22 20 - 
30 42 / - 
37 42 / - 
6,4 37 42 / - 
 
Pripravili smo mikroskopske preparate in s pomočjo fluorescentnega mikroskopa Olympus 
BX3 analizirali izražanje genskih fuzij entC-gfp in ytbA-mCherry na ravni posameznih celic. 
Fluorescence in posledično izražanje genskih fuzij, nismo zasledili v nobeni od opazovanih 
celic. 
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5 RAZPRAVA 
 
V magistrski nalogi, smo na podlagi izražanja genskih fuzij entC-gfp in ybtA-mCherry, 
raziskovali izražanje genov za siderofora enterobaktin in jersiniabaktin bakterije E. coli na 
ravni posameznih celic. Sideroforji so virulentni dejavniki in njihova sinteza je energetsko 
potratna (Lv in sod., 2014). Sideroforji, ki imajo bolj zapletene metabolne poti, so manj 
pogosti pri človeških bakterijskih izolatih, kar kaže, da presnovni stroški vplivajo na 
prevalentnost sideroforjev v človeški populaciji (Lv in sod., 2014). Zato smo postavili 
hipotezo, da si bakterijske celice znotraj iste populacije razdelijo delo tako, da en del 
populacije proizvaja enterobaktin, medtem ko drugi del populacije tvori jersiniabaktin oz., 
morda manjši del populacije izraža gena za oba siderofora.  
Najprej smo pomnožili promotorski regiji in gena entC, za sintezo enterobaktina in ybtA, za 
sintezo jersiniabaktina. Gena s promotorji smo s kloniranjem vstavili v plazmidni vektor 
pJET1.2. Slednjega smo uporabili, ker je relativno majhen, v bakterijskih celicah je prisoten v 
velikem številu kopij, je dobro preučen in komercialno dostopen. 
Geni za sintezo enterobaktina in jersiniabaktina so del kromosomske DNA, zato smo genski 
fuziji entC-gfp in ybtA-mCherry po več vmesnih korakih vstavili v vektor pBAC (angl. 
»Bacterial artificial chromosome«), ki je tako kot kromosom v majhnem številu kopij (1-2).  
Plazmid pBAC-entC-ybtA smo nato s transformacijo vnesli v celice seva MG1655, ki je sicer, 
laboratorijski sev, vendar je bil podvržen le zanemarljivim genskim manipulacijam, saj ima 
odstranjen le genom bakteriofaga lambda in plazmid F. Z analizo izražanja genskih fuzij v 
sevu MG1655 smo se želeli čim bolj približati izražanju v naravnih pogojih, tudi z analizami v 
sevu zelo blizu divjemu tipu.  
Izražanje genskih fuzij smo analizirali s pomočjo fluorescentnih mikroskopov Olympus BX51 
in Zeiss Imager.Z1. Že povsem na začetku analiz smo ugotovili, da je fluorescenca proteinov 
GFP in mCherry podvržena bledenju. Izguba fluorescence je bila opazna že v času 
izpostavljenja preparata vzburjajoči svetlobi (27s-60s) in opazovanju različnih vidnih polj. 
Celoten postopek pripravljanja mikroskopskih preparatov smo zato pričeli izvajati v popolni 
temi ter preparate, do mikroskopiranja prekrili z aluminijasto folijo, kar je podaljšalo 
fluorescenco. Čas fluorescence smo poskusili podaljšati tudi s spiranjem s fiziološko raztopino 
in s shranjevanjem spranih celic v fiziološki raztopini z glicerolom preko noči pri 4 °C, vendar 
je hitrost bledenja ostala nespremenjena.  
Za analizo izražanja izbranih promotorjev za siderofora na ravni posameznih celic smo celice 
seva MG1655 s pBAC-entC-ybtA, gojili v 16 različnih pogojih. 
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Celice, gojene na trdnem gojišču LB niso izražale genskih fuzij entC-gfp ali ybtA-mCherry. 
Domnevamo, da ker je hranilno gojišče LB bogato z železom, sinteza sideroforov v takšnih 
pogojih ni potrebna. 
V nadaljevanju smo preučili vpliv pomanjkanja železa na izražanje genskih fuzzij entC-gfp in 
ybtA-mCherry. V ta namen smo sev MG1655 s pBAC-entC-ybtA gojili v minimalnem trdnem 
gojišču M9 z dodanim 2,2-dipiridilom, kelatorjem železa. Analiza celic s fluorescentnim 
mikroskopom je razkrila zeleno fluorescenco (slika 38) proteina GFP, izraženega od 
promotorja gena entC, medtem ko rdeča fluorescenca, za aktivnost promotorja ybtA  ni bila 
vidna. Primerjava fluorescence celic seva MG1655/pBAC-entC-ybtA na gojišču LB in na 
gojišču M9 z 2,2-dipiridilom je pokazala, da je izražanje gena entC inducirano ob 
pomanjkanju železa.  
Sinteza enterobaktina je uravnavana s pomočjo transkripcijskega faktorja Fur (ang. Ferric 
uptake regulator). V pogojih ko je železa v okolju dovolj, Fur veže Fe+2 in deluje kot negativni 
regulator (Peralta in sod., 2016), kar smo opazili v primeru ko smo celice gojili na gojišču LB, 
ker nismo zaznali aktivnost promotorja, ki sproži izražanje gena entC in posledično sintezo 
sideroforja. 
Zanimal nas je tudi vpliv koncentracije kelatorja železa na aktivnost promotorskih genov za 
sideroforje. Naši rezultati nakazujejo, da je od testiranih koncentracij 2,2-dipiridila optimalna 
0,25mM, ker smo le pri tej koncentraciji opazili fluorescenco zaradi aktivnosti promotorja 
entC (slika 38) in ybtA (slika 39), kljub temu, da so Kronda in sodelovalci, 2013 poročali, da 
je za sintezo sideroforev, 2mM optimalna koncentracija 2,2-dipiridila. Rast bakterij na trdnem 
gojišču M9 z dodanim kelatorjem je bila zelo slaba/počasna in bi morda bilo potrebno pred 
fluorescentno mikroskopijo podaljšati čas inkubacije, saj je znano, da je rast bakterij v stresnih 
pogojih počasnejša (Kivet in sod., 2014). Rast na gojišču M9 je stresna za bakterije, saj je 
gojišče M9 s hranili revno, medtem ko dodani kelator še dodatno otežuje njihovo rast in 
razmnoževanje. 
Preučili smo tudi vpliv temperature in vira ogljika na izražanje promotorjev entC in ybtA. 
Protein mCherry oz. aktivnost promotorja ybtA smo opazili le v primeru gojenja na trdnem 
gojišču M9 z dodanim 0,25 mM dipiridilom in 20 % glicerolom pri 30 °C, (slika 39). Rast na 
glukozi, kot viru ogljika lahko zmanjša potrebo po železu, saj del energije za rast bakterija E. 
coli pridobi s fermentacijo, medtem ko je rast na glicerolu kot viru ogljika možna le z 
dihanjem. Pri procesu dihanja sodelujejo Fe-S proteini in drugi proteini, ki vsebujejo hem. Za 
sintezo le-teh je potrebno železo kot kofaktor in posledično je v takšnih pogojih raven sinteze 
sideroforjev višja (Valdebenito in sod., 2006).  
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Predhodne raziskave so nakazale povečano sintezo enterobaktina na gojišču s pH 5,6 ter z 
dodanim glicerolom kot virom ogljika in pri 42 °C, ob pomanjkanju železa. Na drugi strani naj 
bi bila produkcija jersiniabaktina maksimalna pri rasti celic v minimalnem gojišču, ki ima pH 
7, z glicerolom kot virom ogljika, in pri 28 °C (Valdebenito in sod., 2006). Naši rezultati se 
skladajo z omenjeno predhodno raziskavo.  
Znano je, da dejavniki kot so pH in temperatura vplivajo na izražanje genov (Tucker in sod., 
2002; Ziegler in sod., 2008). Enteropatogene bakterije, ki proizvajajo enterobaktin in 
jersiniabaktin najdemo v različnih gostiteljih, npr. v prebavilih človeka, z normalno telesno 
temperaturo 37 °C, kakor tudi ptic, s telesno temperaturo 42 °C. Poleg tega najdemo bakterije 
E.coli tudi v prostem okolju, kjer so temperature pogosto nižje. 
Pri naših analizah izražanja fuzije entC-gfp nismo zaznali na minimalnem tekočem gojišču 
M63 z dodanim kelatorjem in pH 5,8 pri 42 °C oz. trdnem gojišču M9 z dodanim kelatorjem 
in pH 5,6 pri 42 °C. Višja temperatura, 42 °C  upočasni rast E. coli, saj je 37 °C njena 
optimalna temperatura rasti. Poleg tega temperatura lahko vpliva posredno ali neposredno na 
aktivnost promotorjev. Potrebno bi bilo analizirati izražanje promotorjev za sideroforje tudi z 
drugimi, bolj natančnimi tehnikami analize kot je npr., fluorescentna mikroskopija s časovnim 
zamikom (ang. »time-laps microscopy«) (Free in sod., 2008). Avtorji slednje raziskave so 
ugotovili, da imajo pri bakteriji Salmonella typhimurium zelo pomembno vlogo za nastanek 
fenotipskih variacij prav promotorji, ki nadzorujejo sintezo bičkov, kar potrjuje, da je 
fenotipska heterogenost pomembna tako pri komenzalih kot pri patogenezi (Freed in sod., 
2008). 
V nadaljevanju smo preverjali korelacijo med agregatnim stanjem gojišča, temperaturo in pH 
ter izražanjem obeh preučevanih genskih fuzij. Celice smo gojili na trdnem minimalnem 
gojišču M9 z dodanim 2,2-dipiridilom, pri dveh različnih pH vrednostih, pH 7 in pH 5,6 ter pri 
treh različnih temperaturah 30 °C, 37 °C in 42 °C. Sev MG1655/pBAC-entC-ybtA smo gojili 
še v tekočem minimalnem gojišču M63 z dodanim 2,2-dipiridilom, pri treh različnih pH 
vrednostih, pH 7, pH 5,6 in pH 6,4 ter pri dveh temperaturah 30 °C in 37 °C. Zaradi počasne 
rasti smo sev MG1655/pBAC-entC-ybtA pred analizo fluorescence inkubirali 42h pri zgoraj 
navedenih pogojih. Kljub temu, da so bakterijske celice imele zelo revne vire hranil oz. 
zanemarljive koncentracije železa, nismo zaznali aktivacije promotorjev genov za sintezo 
enterobaktina in jersiniabaktina na trdnem ali tekočem gojišču.  
 
Interakcija in delitve dela med genetsko identičnimi mikroorganizmi lahko zagotavljajo 
klonskim skupinam nove funkcionalnosti ter spodbuja kolektivno vedenje (Ackermann, 2015). 
Mnogi raziskovalci v svojih raziskavah o bakterijskih socialnih interakcijah, z izjemo o 
biofilmih, domnevajo, da vsi posamezniki v klonski populaciji izražajo isti fenotip, npr. 
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proizvodnjo zunajceličnih encimov, toksinov ali kelatorjev kovin (Ackermann, 2015). Vendar 
obstajajo tudi primeri pri katerih le manjši del klonske populacije izraža socialno lastnost, ki jo 
ostali izkoriščajo (Ackermann, 2015). Tak primer je specializacija v različnih metabolnih 
poteh v klonalni populaciji, ki je lahko prednost v statičnem okolju, saj se zmanjša konkurenca 
in spodbuja interakcija med posamezniki, oz. specializacija lahko pomaga pri vzdrževanju 
genotipa v spreminjajočem se okolju (Kussell in sod., 2005; Acar in sod, 2008). Fenotipska 
heterogenost ima lahko različne posledice, v primeru bakterije Salmonella typhimurium 
fenotipska heterogenost v genski ekspresiji povzroča delitev dela med okužbo in spodbuja 
obstojnost celic med izpostavljenostjo antibiotikom (Arnoldini in sod., 2014). 
Fenotipska heterogenost je kompleksna značilnost, ki jo ne moremo zaznati, če opazujemo le 
eno celico v določeni časovni točki. Lahko jo zaznamo, če primerjamo več posameznih celic 
ali, če skozi daljše časovno obdobje opazujemo posamezne celice (Ackermann, 2015). 
Homogeno izražanje genskih fuzij za enterobaktin in jersiniabaktin v minimalnem gojišču z 
2,2-dipiridilom na ravni posameznih celic, kaže na njun velik, morda esencialen pomen v 
naravnih okoljih kjer je načeloma le malo prostega železa. 
Aktivnost promotorja entC oz. zeleno fluorescenco smo zaznali le pri celicah seva 
MG1655/pBAC-entC-ybtA, ki so bile gojene na trdnem minimalnem gojišču M9 z dodanim 
0,25 mM 2,2-dipiridilom in analizirane z mikroskopom Zeiss Imager Z1. Rdečo fluorescenco 
oz. aktivnost promotorja ybtA smo opazili le v primeru gojenja na trdnem gojišču M9 z 
dodanim 0,25 mM dipiridilom in 20 % glicerolom pri 30 °C, analizirane z mikroskopom 
Olympus BX51. Kot je razvidno iz preglednice 15, 16, 17 in 18 rezultati niso bili ponovljivi 
vendar ne moremo trditi, da pri vseh pogojih, pri katerih nismo zaznali fluorescence, ni prišlo 
do izražanja genskih fuzijah entC-gfp in ybtA-mCherry. Do razhajanje v rezultatih bi lahko 
prišlo zaradi uporabe dveh različnih mikroskopov za analizo fluorescence. Zeleno 
fluorescenco smo zaznali s pomočjo mikroskopa Zeiss Imager Z1, ki je bolj sodoben in se na 
Katedri za zoologijo uporablja zgolj v raziskovalne namene, medtem ko je mikroskop 
Olympus BX51, na katerem smo opravili preostale analize, starejši in se na Katedri za 
molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov uporablja v pedagoške namene. 
Domnevamo, da je zmogljivost in natančnost mikroskopov vsaj v določeni meri vplivala na 
naše rezultate, še posebej, ker smo analizirali naravne promotorje, ki se ne izražajo 
konstitutivno in verjetno pri nizkem deležu. Poleg tega smo imeli težave s hitrim bledenjem 
preparatov. 
Poudariti velja, da bi bile potrebne nadalnje raziskave, ki bi vključevale analizo sinteze 
sideroforov, ne le sledenje aktivnosti promotorjev ter podrobnejše analize bakterijske 
populacije z npr., fluorescentno mikroskopijo s časovnim zamikom in pretočno citometrijo.  
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6 SKLEPI 
 
 Promotorja genov entC in ybtA za sintezo sideroforjev enterobaktin in jersiniabaktin 
bakterije Escherichia coli, se v sevu MG1655 ne izražata heterogeno na ravni 
posameznih celic. 
 
 Bakterija Escherichia coli izraža gen za siderofor enterobaktin, ko raste na 
minimalnem trdnem gojišču M9 z dodanim 2,2-dipiridilom. 
 
 Bakterija Escherichia coli izraža gen za siderofor jersiniabaktin, ko raste pri 30 °C na 
minimalnem trdnem gojišču M9 z dodanim 2,2-dipiridilom in glicerolom kot virom 
ogljika. 
 
 Bakterija Escherichia coli, pridobi dovolj železa z rastjo na hranilnem gojišču LB, zato 
sinteza sideroforjev za privzem železa ni potrebna. V pogojih, ko je železa v okolju 
dovolj, Fur veže Fe+2 in deluje kot negativni regulator, kar smo potrdili z gojenjem 
celic na gojišču LB saj nismo zaznali aktivnosti promotorjev za prepisovanje genov za 
enterobaktin in jersiniabaktin. 
 
 Optimalna koncentracija 2,2-dipiridila za izražanje genov za enterobaktin in 
jersiniabaktin je 0,25 mM. 
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7 POVZETEK 
 
Esherichia coli je najbolj podrobno raziskan modelni prokariontski organizem, katerega se 
intenzivno preučuje več kot 100 let. Sevi bakterije E. coli so komenzalni vendar tisti z 
naborom genov za virulentne dejavnike so lahko tudi patogeni. Železo je sestavni del 
proteinov, ki so ključnega pomena za temeljne fiziološke procese, kot so dihanje, osrednji 
metabolizem in popravilo DNA poškodb, zato je železo esencialni element. Sideroforji 
privzemajo železo iz okolja in ga naredijo dostopnega za bakterijske celice. V zadnjem 
desetletju raziskave narekujejo, da razdelitev metabolnih procesov med celicami klonske 
populacije, poveča stopnjo rasti oz., da "fitnes" bakterij pozitivno sovpada s fenotipsko 
heterogenostjo (Tzamali in sod., 2011; Labhsetwar in sod., 2013; Harvey in sod., 2014; Müller 
in sod., 2014).  
Postavili smo hipotezo, da je izražanje genov za siderofora bakterije E. coli, enterobaktin entC 
in jersiniabaktin ybtA, znotraj klonskih populacij heterogeno. Z namenom preučevanja 
morebitnega heterogenega izražanja smo v vektorju pBAC konstruirali fuziji promotorja gena 
za enterobaktin (entC) in gena za zeleni fluorescirajoči protein GFP brez lastnega promotorja 
ter promotorja gena za jersiniabaktina (ybtA) z genom za rdeči fluorescirajoči protein 
mCherry. Izražanje genskih fuzij smo preučevali v sevu MG1655, ki smo ga gojili na bogatem 
in minimalnem gojišču z dodatkom različnih koncentracij kelatorja železa, različnih virih 
ogljika, pri različnih temperaturah rasti in pH vrednostih gojišča. S fluoroscentno 
mikroskopijo smo analizirali izražanje promotorjev za siderofore na ravni posameznih celic. 
Naši rezultati so pokazali, da se promotorja genov entC in ybtA bakterije Escherichia coli, 
seva MG1655 ne izražata heterogeno na ravni posameznih celic. Aktivnost promotorja za 
sintezo enterobaktina smo zaznali pri celicah, ki so bili gojene pri 37 °C na minimalnem 
trdnem gojišču M9 s pH 7, z dodanim 0,25 mM 2,2-dipiridilom in glukozo kot virom ogljika. 
Promotor gena za sintezo jersiniabaktin je bil aktiven v pogojih, ko so bile celice gojene preko 
noči pri 30 °C na minimalnem trdnem gojišču M9 s pH 7 in dodanim 0,25 mM 2,2-dipiridilom 
in glicerolom kot virom ogljika. V hranilnem gojišču LB je dovolj železa, zato sinteza 
sideroforjev za privzem železa ni potrebna. V takšnih pogojih protein Fur deluje kot negativni 
regulator transkripcije. Optimalna koncentracija 2,2-dipiridila za izražanje genov za 
enterobaktin in jersiniabaktin je bila 0,25 mM. 
Menimo, da homogeno izražanje genskih fuzij za enterobaktin in jersiniabaktin v minimalnem 
gojišču z 2,2-dipiridilom na ravni posameznih celic kaže na njun velik pomen in nakazuje, da 
je v pogojih pomanjkanja železa njuna sinteza esencialna.  
Poudariti velja, da so potrebne nadaljnje raziskave, ki bi vključevale sintezo sideroforov, ne le 
sledenje aktivnosti promotorjev ter podrobnejše analize z npr., fluorescentno mikroskopijo s 
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časovnim zamikom in pretočno citometrijo, da bi natančneje raziskali izražanje genov na ravni 
posameznih celic.  
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